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LLC: Leucemia linfática crónica 
PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato (del inglés: phorbol 12-myristate 13-acetate) 
DPI:  Difeniliodonio 
DMSO: Dimetil sulfóxido 
ADN: Ácido desoxiribonucleico 
MPO: Mieloperoxidasa 




TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa ( del inglés: tumoral necrosis factor alpha) 
TGF-β: Factor de crecimiento transformante beta ( del inglés: transforming growth factor 
beta) 
TAN: Neutrófilo asociado a tumor (del inglés: tumor associated neutrophils) 
TAM: Macrófago asociado a tumor (del inglés: tumor associated macrophage) 
NLC: Célula tipo nodriza (del inglés: nurse like cells) 
PBS: tamón fosfato salino (del inglés: phosphate buffered saline) 
CD: Cluster de diferenciación 
NADPH oxidasa: Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato oxidasa 
SFB: Suero Fetal Bovino 
BSA: Albumina Sérica Bovina ( del inglés: Bovine Serum Albumin)





Los pacientes con leucemia linfática crónica (LLC) exhiben una alta frecuencia de 
infecciones especialmente mediadas por bacterias extracelulares como consecuencia, al 
menos en parte, de alteraciones que las propias células leucémicas inducen en la 
respuesta inmune. Teniendo en cuenta la relevancia de los neutrófilos en estas 
infecciones así como la escasa o nula información reportada sobre estos leucocitos en el 
marco de la LLC, el objetivo de este trabajo de tesis fue investigar la interacción de los 
neutrófilos, en particular de las trampas extracelulares (NETs) con las células B 
leucémicas. Los resultados obtenidos indican que los neutrófilos de pacientes LLC tienen 
una capacidad incrementada de formar NETs en comparación con los neutrófilos de 
dadores sanos, y que los altos niveles plasmáticos de IL-8 son, en gran parte, 
responsables de esta mayor capacidad. Por otro lado, se encontró que las NETs inducen 
la activación y prolongan la sobrevida de las células leucémicas. Éstas, por su parte, 
retrasan la apoptosis de los neutrófilos a través de factores solubles aún no identificados 
que actúan incrementando la expresión de la proteína antiapoptótica Bfl-1. Las células 
LLC promueven además la reprogramación de los neutrófilos mediante la liberación de IL-
10 y TGF-β. Estas citoquinas aumentan la expresión de CD16 y disminuyen la de CD62L, 
marcadores éstos que determinan un fenotipo de neutrófilos inmunosupresores. En este 
trabajo de tesis se evaluó también el papel del péptido antimicrobiano LL37, cuyo 
precursor se encuentra almacenado en los gránulos específicos de los neutrófilos. Los 
resultados mostraron que LL37 retrasa la apoptosis de las células B leucémicas, tanto 
espontánea como inducida por fludarabina e incrementa la respuesta quimiotáctica a la 
quimiocina CXCL12, siendo ambos efectos mediados por su interacción con el receptor 
CXCR4. Asimismo, las células LLC inducen la secreción de LL37 por parte de los 
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neutrófilos actuando en parte a través de señales de contacto célula-célula y en parte a 
través de factores solubles. El conjunto de resultados obtenidos pone en evidencia una 
interacción no descripta hasta el momento de los neutrófilos y las células B leucémicas, 
como así también un rol relevante del péptido LL37 en el marco de la LLC. La 
cuantificación de los niveles plasmáticos de LL37 y la evaluación del fenotipo de los 
neutrófilos en pacientes LLC podrían constituir futuros marcadores pronósticos de 
progresión leucémica.  
Palabras claves: LEUCEMIA LINFATICA CRONICA, LL37, APOPTOSIS, CXCR4, 






















Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) patients exhibit a high rate of infections, especially 
those mediated by extracellular bacteria. This is consequence, at least in part, of 
alterations that the leukemic clone induces on immune cells function. Taking into account 
the relevance of neutrophils in this type of infections and the scarce information available 
about granulocytes in CLL, the aim of this thesis project was to assess the interaction of 
neutrophils, particularly through the release of neutrophil extracellular traps (NETs), with 
leukemic cells. Our results show that neutrophils from CLL patients exhibit a higher 
capacity to release NETs in comparison with neutrophils from healthy donors, and that an 
increased plasmatic concentration of IL-8 is involved as a priming factor. On the other 
hand, we found that NETs were capable to induce the activation and survival of leukemic 
cells. In addition, the results showed that CLL cells prolong neutrophil survival through the 
release of as-yet unidentified soluble factors, increasing the expression of the anti-
apoptotic protein Bfl-1. Leukemic B cells also promote neutrophil reprogramming into the 
immunosuppressive type through the release of IL-10 and TGF-β, leading to the increase 
of CD16 expression and the reduction of CD62L membrane levels. As a second aim of this 
thesis project we investigated the role of the antimicrobial peptide LL37, whose precursor 
in found in the specific granules of neutrophils, in CLL. Results show that LL37 was 
capable of delaying CLL cells spontaneous and fludarabine-induced apoptosis, as well as 
increasing the chemotactic response to CXCL12 due to its interaction with CXCR4 
expressed by leukemic cells. Additionally, CLL cells induce LL37 secretion from 
neutrophils through both, cell to cell contact signals and soluble factors. Altogether these 
results highlight a novel interaction of neutrophils with leukemic B cells and describe the 
protumoral function of the LL37 peptide in the hallmark of CLL.  
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1.1- Leucemia Linfática Crónica: generalidades y marcadores pronósticos. 
La leucemia linfática crónica (LLC) es la leucemia de mayor incidencia en adultos a nivel 
mundial, y su frecuencia en el hemisferio occidental llega al 25% del total de leucemias 
diagnosticadas(1). El rango de mayor ocurrencia se sitúa entre los 60 a 70 años, en una 
relación aproximada de 2:1 en el hombre respecto de la mujer.  
La LLC se caracteriza por la acumulación progresiva de linfocitos B clonales con 
expresión de ciertos antígenos que no son frecuentes en los linfocitos B circulantes, como 
CD5 y CD23 (2, 3). Otra característica de las células LLC es la baja expresión de 
inmunoglobulina (Ig) en la superficie, que suele ser de isotipo IgM(4). En efecto, el 
diagnóstico de esta neoplasia se define como una linfocitosis absoluta mayor de 5x109 
células/L dada por linfocitos de aspecto maduro e inmunofenotipo CD19+ CD5+ CD23+ 
CD20+ (tenue), con baja expresión de IgM de superficie(5). Su curso clínico es altamente 
heterogéneo, con pacientes que presentan una enfermedad indolente y estable durante 
muchos años, y otros en los que la enfermedad progresa rápidamente requiriendo terapia 
antineoplásica en forma repetida(5-7).  
Existen dos sistemas de estadificación de la LLC usados y conocidos mundialmente: los 
estadios de Rai (8) y de Binet (9) (Tabla 1). En el primero, los pacientes se segregan en 
tres grupos de riesgo: bajo (estadío 0), intermedio (estadíos I y II) y alto (estadíos III y IV). 
De manera análoga, la clasificación Binet agrupa a los enfermos en estadíos A, B y C, con 
aumento progresivo en la gravedad de la patología. Ambos sistemas toman en cuenta las 
siguientes características clínicas: presencia de linfocitos en sangre y médula ósea, 
linfadenopatías, esplenomegalia, hepatomegalia, anemia y/o trombocitopenia.  
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Aun cuando estos sistemas son relevantes desde el punto de vista clínico, existen ciertos 
subgrupos de pacientes que, habiendo sido encuadrados dentro de un estadío particular, 
presentan diferencias notables en su expectativa de vida. De allí la importancia que tiene 
la identificación de marcadores biológicos e inmunológicos con valor predictivo que 
posibiliten un mejor tratamiento terapéutico. 








-Linfocitosis en sangre y MO únicamente 
-Linfocitosis y linfoadenopatía 
-Linfocitosis y esplenomegalia o hepatomegalia 
-Linfocitosis y anemia (Hb<110 g/L) 

















-Menos de 3 sitios inflitrados
1

















   2 años 
Tabla 1. Sistemas Rai y Binet de clasificación para los estadíos de pacientes LLC.  Rai y Binet 
son los sistemas de clasificación basados en parámetros clínicos y de laboratorio más difundidos. 
Hb: Hemoglobina, MO: médula ósea. 
1
sitios infiltrados pueden ser: hígado, bazo y ganglios 
linfáticos inguinales, axilares y cervicales. 
1.1.1 Marcadores biológicos con valor pronóstico. 
 
Se ha demostrado claramente que la heterogeneidad de la LLC a nivel clínico se 
correlaciona con heterogeneidad a nivel de la célula leucémica. En el año 1994, Dighiero 
y colaboradores reportaron que los genes que codifican para la porción variable de la 
cadena pesada de la Ig (IgVH) presentan mutaciones en alrededor del 50% de los de las 
células leucémicas en pacientes LLC(10). Sobre la base de estas observaciones se 
estableció una nueva clasificación de los pacientes LLC en dos grupos de acuerdo al 
estatus mutacional de la IgVH: aquellos que poseen IgVH no mutadas y aquellos que 
poseen IgVH mutadas. 
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Luego del reconocimiento del antígeno específico, como consecuencia del proceso de 
hipermutación somática, los linfocitos B aumentan la afinidad de su receptor antigénico 
gracias a la introducción de mutaciones puntuales en los genes que codifican para las 
porciones variables (VH y VL) de las inmunoglobulinas. Es por esto que la caracterización 
del estatus mutacional de la Ig de superficie de las células LLC permitió hipotetizar acerca 
del momento dentro del ciclo de vida del linfocito B en el cual se produjo la malignización 
de la célula. Un análisis simplificado de la situación sugeriría que en el grupo de los 
pacientes con IgVH no mutados, la transformación del linfocito B a célula leucémica se 
produjo previo al contacto con el antígeno, mientras que en el grupo de pacientes con 
IgVH mutados, la malignización fue posterior. Sin embargo la realidad de la célula 
leucémica es mucho más compleja. Al analizar con mayor detenimiento las características 
de las células LLC se observa que todas ellas, independientemente de la presencia o no 
de mutaciones en las regiones IgVH, presentan un fenotipo de linfocito B que ha sido 
activado por el antígeno(11). Esto sugiere que, una vez producido el encuentro con el 
antígeno, dependiendo de las características de esa activación antigénica, en algunos 
casos se favorece el proceso de hipermutación somática, mientras que en otros no. Aun 
no está claro, cuál o cuáles son los antígenos que podrían estar involucrados en el 
proceso de malignización del clon leucémico. Sin embargo, hallazgos publicados en el 
2004 demuestran que la porción de las cadenas de la Ig clonal que interaccionan con el 
determinante antigénico es sorprendentemente similar entre distintos pacientes LLC 
(alrededor del 20% de los pacientes con IgVH no mutado), lo que sugiere que estas 
células han sido seleccionadas por un mismo antígeno o por un conjunto limitado de 
determinantes antigénicos, antes o durante el proceso de malignización(12-15). 
Más allá de la relevancia del estatus mutacional para conocer el origen de la LLC, el 
mismo posee un importante valor predictivo ya que los pacientes pertenecientes al grupo 
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mutado o no mutado tienen una expectativa de vida significativamente diferente(16). Así, 
la falta de mutaciones en los genes IgVH del clon leucémico se asocia con una 
enfermedad más agresiva que conduce a la muerte del 50% de los pacientes 6 a 8 años 
después del diagnóstico, aún bajo tratamiento quimioterápico; mientras que la mayoría de 
los enfermos con IgVH mutadas presentan una enfermedad estable con una media de 
sobrevida superior a los 20 años. 
Por otro lado, numerosos trabajos han demostrado que la expresión de CD38 en las 
células LLC es un factor pronóstico independiente de las mutaciones cuya presencia 
correlaciona con una enfermedad agresiva(17-20). La molécula CD38 es una ectoenzima 
que sintetiza componentes claves para la regulación de los niveles intracitoplasmáticos de 
calcio (21) y su entrecruzamiento luego de interaccionar con su ligando natural, el 
CD31(22), o con anticuerpos específicos induce la transducción de señales y la activación 
celular en linfocitos T, células NK, linfocitos B normales  y las propias células LLC. 
Otra molécula de membrana con valor pronóstico en LLC es CD49d, la subunidad α4 de 
la integrina α4β1, una molécula de superficie celular cuya expresión promueve la 
proliferación de células LLC mediada por señales microambientales (23). Dicha molécula 
es utilizada para la identificación de un subgrupo de pacientes caracterizado por una 
enfermedad de alta progresión y una corta sobrevida (24, 25). Bulian y colaboradores en 
el año 2014 (26), realizaron un metaestudio analizando los datos clínicos de más de 3000 
pacientes de todo el mundo con la finalidad de establecer el marcador clínico más 
relevante que se pudiera evaluar por citometría de flujo identificando a la molécula CD49d 
como el marcador más robusto a la hora de la estratificación de los pacientes. Además 
han demostrado que la expresión de CD49d permite la identificación de subgrupos de 
pacientes de mal pronóstico de manera independiente de la expresión de CD38. Teniendo 
en cuenta estas observaciones los autores sugieren que la evaluación de la expresión de 
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CD49d debe ser considerada como línea de base a la hora de establecer el pronóstico de 
pacientes recientemente diagnosticados. Sin embargo, en nuestro país, las guías de 
tratamiento de la Sociedad Argentina de Hematología recomiendan el uso de CD38 como 
marcador inmunofenotípico de progresión, siendo el análisis de CD49d opcional. Se 
considera de mal pronóstico cuando el paciente tiene más de un 30% de células 
leucémicas que expresan CD38 o más de un 30% de células que expresan CD49d. 
           1.1.2  Relevancia del microambiente tumoral en la patogénesis de la LLC. 
 
La gran mayoría de las células LLC presentes en sangre periférica se encuentra en la 
fase G0/G1 del ciclo celular lo cual ha llevado a pensar que la acumulación del clon 
leucémico en la periferia se produce por defectos en la apoptosis más que por una 
desregulación de la proliferación celular (27, 28). Asimismo, dado que las células LLC 
presentan una sobreexpresión de la proteína antiapoptótica Bcl-2 (29) y tradicionalmente 
se las ha considerado como malas respondedoras a la estimulación con mitógenos in vitro 
(30), se las ha catalogado como linfocitos inertes que poseen una mínima o nula 
capacidad proliferativa y fallas intrínsecas en el proceso de muerte celular programada.  
Sin embargo, otra serie de evidencias más recientes se contraponen a esta visión 
tradicional de la LLC. Por un lado, como se mencionó anteriormente, las células 
leucémicas expresan marcadores de activación similares a los que presentan los linfocitos 
B estimulados por el antígeno, independientemente del estatus mutacional de su 
inmunoglobulina, lo que sugiere que son células que ya han sido activadas a través del 
receptor antigénico (11, 31). Además, la longitud de los telómeros es menor en las células 
leucémicas en comparación a los linfocitos B normales, lo que indica que el clon 
leucémico ha transitado por varios ciclos de proliferación (32). De hecho, las células 
leucémicas con IgVH no mutadas poseen telómeros mucho más cortos que las mutadas, 
lo que implica una mayor historia replicativa en el grupo de pacientes de mal pronóstico 
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(32). Por otro lado, las células leucémicas mueren por apoptosis con relativa facilidad al 
ser cultivadas in vitro, lo que indica que no poseen fallas intrínsecas en el programa 
apoptótico y sugiere la existencia de factores del microambiente in vivo capaces de 
incrementar la sobrevida y favorecer la acumulación del clon leucémico(33-35). 
En la actualidad la LLC ha dejado de ser considerada una enfermedad caracterizada por 
la simple acumulación de células inertes e inclusive se ha demostrado en estudios de 
marcación in vivo en pacientes utilizando agua deuterada, que las células leucémicas 
proliferan y presentan una tasa de generación más alta de lo que se pensaba, que 
alcanza valores de 0.1 a más del 1% del total del clon leucémico por día(36). 
El conjunto de células leucémicas circulantes, que como se mencionó previamente, se 
encuentra en su gran mayoría arrestado en el estadio G0/G1 del ciclo celular, se mantiene 
e incrementa gracias al aporte de nuevos linfocitos que proliferan dentro de estructuras 
histológicas que reciben el nombre de centros proliferantes o pseudofolículos (35). Estos 
pseudofolículos se encuentran ubicados en médula ósea, en la pulpa blanca del bazo y en 
ganglios linfáticos, y se caracterizan como áreas nodulares no rodeadas por una zona de 
manto. Estudios inmunohistoquimicos evidenciaron que los pseudofolículos son acúmulos 
de células CD5+ Ki67+ rodeados por neovasculatura (35). Comparando las células B 
presentes en los pseudofolículos con aquellas presentes en los centros germinales 
convencionales, las primeras expresan altos niveles de CD20, CD23 y Bcl-2 y no 
expresan CD10 ni Bcl-6. Sin embargo, ambos grupos de células B comparten la expresión 
de survivina, la cual controla la apoptosis y participa en la progresión del ciclo celular.  
Los pseudofolículos constituyen verdaderos nichos de supervivencia para las células 
leucémicas. En ellos pueden observarse acúmulos de células LLC proliferantes (Ki67+) en 
íntimo contacto con linfocitos T CD4+ activados, células estromales, células NK, células 
endoteliales, células dendríticas foliculares y células de estirpe mieloide tipo nodriza, 
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también llamadas Nurse-like cells (NLC). Estas últimas se destacan por su capacidad 
productora de numerosos factores solubles de vital importancia para la sobrevida de las 
células leucémicas tales como CXCL12, CXCL13, BAFF, APRIL, y también de distintas 
interleuquinas (37). Cuando las células leucémicas son purificadas y cultivadas in vitro 
exhiben una apoptosis espontánea alta que se revierte al ponerlas en contacto con 
células como las NLC, linfocitos T CD4+ activados o células estromales (38). Asimismo el 
agregado de citoquinas como IL-4, IFNᵞ o IFN de tipo I al medio de cultivo de células LLC 
puras prolonga su sobrevida(39). En conjunto, estas observaciones ponen de manifiesto  













Figura 1. Mantenimiento del pool circulante desde los centros proliferantes. En la figura se 
ilustran los centros proliferantes donde las células LLC reciben una gran cantidad de señales 
estimulatorias de distintos tipos celulares, las cuales inducen la sobrevida y la proliferación del clon 
leucémico. Una vez que el clon leucémico abandona los centros proliferantes las células quedan 
arrestadas en la fase G0/G1 del ciclo celular y se mantienen viables gracias a la expresión 
sostenida de BCL-2. 
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          1.1.3- Infecciones en pacientes LLC. 
 
Las infecciones persisten como la principal causa de morbi-mortalidad de pacientes LLC. 
Hasta un 80 % de los pacientes padece al menos una complicación infecciosa durante el 
transcurso de la enfermedad. Se estima que alrededor de un 60% de las muertes de 
pacientes LLC se encuentra asociada a infecciones(40). Esta alta tasa de infecciones no 
se da únicamente en aquellos pacientes sometidos a tratamiento quimioterápico, donde 
por acción de las drogas se induce un estado de inmunosupresión, sino que ocurre 
también en pacientes libres de tratamiento. En estos últimos la principal causa de la alta 
incidencia de infecciones es la desregulación del sistema inmune, la cual constituye una 
de las características principales de la LLC desde etapas iniciales empeorando con el 
progreso de la enfermedad (40).  
Las infecciones más frecuentes en pacientes libres de tratamiento son aquellas que 
afectan el tracto respiratorio y las vías urinarias, generalmente causadas por bacterias 
(67%) y en menor medida por virus (25%) u hongos (7%) (40, 41). Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenza son los principales 
patógenos subyacentes a las infecciones del tracto respiratorio mientras que Escherichia 
coli es el agente más comúnmente implicado en las infecciones del tracto urinario (41).  
1.1.3.a - Alteraciones de la inmunidad innata en pacientes LLC. 
 
Numerosos defectos cuantitativos y cualitativos han sido descriptos en la inmunidad 
innata y adaptativa de los pacientes LLC desde etapas muy tempranas de la enfermedad 
(40, 41). Se han observado niveles reducidos de algunas proteínas del complemento, 
particularmente entre los componentes C1-C4. Estas deficiencias se asocian con una 
menor capacidad para opsonizar bacterias patogénicas con C3b contribuyendo al mayor 
riesgo de infección(42). De manera adicional, esta discapacidad en la actividad del 
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complemento puede limitar la acción terapéutica de aquellos anticuerpos cuyo mecanismo 
depende de la actividad citotóxica del mismo (43). 
En relación a la funcionalidad de los neutrófilos se han descripto un número de 
deficiencias cualitativas que incluyen una fagocitosis ineficiente de bacterias no 
opsonizadas y una respuesta quimiotáctica reducida frente a C5a (44). 
Curiosamente, la cantidad de monocitos circulantes se encuentra incrementada en 
alrededor de un 60% de los pacientes LLC pero estas células poseen un fenotipo CD14+ 
CD16+ “no clásico” y  un perfil de expresión génica asociado con inmunosupresión (45). 
Asimismo, se han reportado diversas deficiencias enzimáticas entre ellas β-glucuronidasa, 
lisozima y mieloperoxidasa (40), todas ellas relacionadas con una incapacidad de montar 
respuestas inflamatorias adecuadas en respuesta a  patógenos (45, 46).  
Con respecto a las células natural killer (NK) también se encuentran incrementadas en la 
circulación de los pacientes LLC pero poseen ciertos defectos funcionales (47) incluyendo 
una actividad citotóxica limitada, posiblemente relacionada con una expresión disminuida 
del correceptor NKG2D(48). 
1.1.3.b- Alteraciones de la inmunidad adaptativa en pacientes LLC. 
 
Los pacientes LLC poseen una marcada disfunción de la respuesta inmune adaptativa 
(40, 41). Desde etapas tempranas de la enfermedad se manifiestan alteraciones dentro 
del repertorio de células T, haciéndose más evidentes a medida que la enfermedad 
progresa. Curiosamente, el número absoluto de células T CD4+ y CD8+ se encuentra 
incrementado desde etapas tempranas de la enfermedad, aunque el aumento 
relativamente mayor de la población CD8 conduce a la inversión de la relación CD4:CD8 
(49). Los mecanismos que subyacen a este incremento de células T en sangre periférica 
se desconocen pero pueden relacionarse con una movilización incrementada desde los 
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tejidos linfáticos secundarios, o con un incremento en el número absoluto de células T por 
proliferación. Quizás la explicación más interesante para la expansión de la respuesta 
inmune adaptativa en la fase temprana de la LLC sería que esto representa una respuesta 
inmune específica, aunque ineficiente, contra las propias células leucémicas. Sin 
embargo, hasta el momento no se ha podido demostrar una respuesta antígeno-
específica contra las células LLC in vitro.  
Además de las alteraciones a nivel cuantitativo, las células T CD4+ y CD8+ exhiben 
también defectos a nivel funcional. Particularmente, la respuesta mediada por células T 
CD4+ (50). Estas células poseen una expresión génica diferencial respecto a las células T 
CD4+ presentes en un dador sano de edad comparable (51). Los genes afectados 
incluyen en particular aquellos involucrados en la funcionalidad del citoesqueleto (51). 
Estos defectos se traducen en una incapacidad para formar una sinapsis inmunológica 
apropiada con las células presentadoras de antígeno como resultado de defectos en la 
polimerización de la actina (52), impidiéndose de esta forma la correcta activación de las 
células T. 
Los defectos funcionales de las células T son inducidos, en parte, por la expresión 
aberrante de ligandos inhibitorios sobre las células LLC, particularmente PD-L1 
(CD274)(53). El correspondiente receptor de PD-L1, PD-1 (CD279), es el receptor 
inhibitorio más importante asociado con células T exhaustas, un estado de nula o baja 
capacidad de respuesta causado normalmente por infecciones crónicas (54-57). La unión 
de PD-1 con PD-L1 o PD-L2 reprime la señalización a través del TCR e inhibe la 
proliferación y la motilidad celular (58, 59). 
Las células T CD8+ de los pacientes LLC exhiben, también, ciertos indicios de 
agotamiento, tales como la expresión aumentada de PD-1, pero sin embargo, existen 
datos contradictorios en relación al impacto de este fenotipo sobre la funcionalidad de 
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estas células (60, 61). En cualquier caso, las evidencias indican claramente que los 
linfocitos T de los pacientes LLC no funcionan en forma adecuada. 
El mayor parámetro clínico que correlaciona con el riesgo de infección en pacientes LLC 
es la hipogammaglobulinemia(40), que no parece diferir entre los subgrupos de pacientes 
con IgVH mutado y no mutado (41, 62). Los niveles séricos de al menos un isotipo de Ig 
se encuentran disminuidos en la mayor parte de los pacientes en fases iniciales de la LLC  
(63, 64). La severidad se incrementa con la progresión de la enfermedad, afectando a 
todas las clases de Ig (IgG, IgA, IgM), con un marcado descenso de las subclases IgG3 e 
IgG4 (63-65). Se ha observado una correlación directa entre niveles bajos de IgG e IgA y 
el incremento de la morbilidad y mortalidad de los pacientes durante infecciones causadas 
por bacterias comunes, mientras que la reducción de los niveles de IgM parecen no 
influenciar el riesgo de infección(64).  
Finalmente cabe señalar que estudios retrospectivos documentaron una asociación entre 
el riesgo de infección y el estatus mutacional de la IgVH(66, 67). En un estudio con una 
cohorte de 231 pacientes, aquellos con IgVH no mutado presentaron un incremento en la 
morbi-mortalidad ocasionada por infecciones en comparación con aquellos individuos con 
IgVH mutado(67).  
1.2- Neutrófilos. 
Los neutrófilos son los leucocitos más abundantes en la circulación y son las primeras 
células en ser reclutadas de manera masiva a los focos inflamatorios. Estas células tienen 
un papel fundamental en las infecciones mediadas por bacterias extracelulares y hongos. 
El desarrollo de los neutrófilos comienza en la médula ósea; donde se generan 
aproximadamente 1-2 × 1011 células por día y la producción de los mismos aumenta 
durante periodos de infección. En el contexto inflamatorio los neutrófilos se extravasan del 
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torrente sanguíneo al tejido infectado donde reconocen a los microorganismos invasores y 
luego mueren por apoptosis(68, 69). 
Además de poseer una alta capacidad fagocítica, los neutrófilos cuentan con una notable 
diversidad de mecanismos con elevado potencial microbicida. Estos mecanismos pueden 
dividirse en dos grandes grupos según dependan o no de la producción de oxígeno(70).        
1.2.a- Mecanismos dependientes de oxígeno. 
 
Una estructura crucial con la cual cuentan los neutrófilos para desarrollar su función 
microbicida es un complejo enzimático denominado NADPH oxidasa que comprende 
componentes citosólicos y componentes asociados a membrana. Cuando la célula es 
estimulada por agonistas proinflamatorios, los componentes citosólicos y de membrana se 
asocian iniciando el llamado “estallido respiratorio”. Al activarse la NADPH oxidasa se 
generan grandes cantidades de intermediarios reactivos del oxígeno (IROs), entre ellos, 
anión superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno (H2O2), radicales de hidroxilo (-OH) y ácido 
hipocloroso (HClO). Este último se forma en presencia de cloro (Cl) en una reacción 
catalizada por la enzima mieloperoxidasa (MPO). 
Estos agentes son liberados en los fagosomas, donde oxidan componentes críticos de 
lípidos y proteínas microbianas. Asimismo los IROs son liberados en el citosol donde 
alteran el estado redox de la célula y oxidan su contenido incluyendo proteínas y lípidos, 
modificando su función. En circunstancias patológicas los IROs pueden ser liberados 
hacia el medio extracelular, donde pueden resultar responsables del daño de los tejidos 
circundantes y de la exacerbación de la inflamación.(71) 
1.2.b- Mecanismos independientes de oxígeno. 
 
Los neutrófilos son células dotadas de una elevada complejidad celular, dada no solo por 
su núcleo polilobulado, sino también por la gran diversidad de gránulos citoplasmáticos. 
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Las enzimas y proteínas presentes en estos gránulos son las responsables de mediar los 
mecanismos microbicidas independientes del oxígeno. Los gránulos contienen distintas 
proteínas, péptidos y enzimas hidrolíticas, tales como catelicidinas, elastasa, lactoferrina y 
MPO, entre otras, para destruir a los microorganismos invasores(72). 
1.3- Trampas Extracelulares de Neutrófilos. 
 
En el año 2004 Zychlinsky y colaboradores describieron por primera vez un nuevo 
mecanismo por el cual los neutrófilos eran capaces de capturar y eliminar 
microorganismos. Este mecanismo consiste en la formación de redes extracelulares 
constituidas principalmente por fibras de cromatina recubiertas de proteínas y péptidos 
granulares. Estas estructuras reciben el nombre de trampas extracelulares, conocidas 
como NETs (por sus siglas en inglés: Neutrophil Extracellular Traps)(73). 
Lejos de ser una serie de eventos aleatorios, el proceso de formación de NETs, 
denominado NETosis, constituye un mecanismo de muerte celular programada distinto de 
la apoptosis. En la apoptosis, los neutrófilos conservan la cromatina condensada y el 
núcleo se fragmenta, sin que se rompa la envoltura nuclear, exhibiéndose también la 
vacuolización citoplasmática. Las organelas en el citoplasma se mantienen intactas. En la 
NETosis, en cambio, la envoltura nuclear se desintegra, al igual que las membranas 
granulares, permitiendo la mezcla del material nuclear con el citoplasmático, las 
membranas internas se pierden y las organelas citoplasmáticas desaparecen por 












Figura 2. Diferencias morfológicas entre apoptosis y NETosis. Se exhiben imágenes 
adquiridas por microscopía electrónica que muestran las diferencias morfológicas de ambos tipos 
de muerte celular. Se observa una gran cantidad de vesículas dentro de las células apoptóticas y 
un núcleo fragmentado con cromatina muy condensada. Para el caso de las células NETóticas no 
se observan membranas internas, el contenido nuclear no se diferencia del citoplasmático sino que 
se encuentran mezclados antes de la ruptura de la membrana plasmática. Asimismo se muestra la 
mayor expansión celular en el caso de la célula NETótica. Las barras indican 3µm. Adaptada de 
Fuchs et.al (74).  
La NETosis puede desencadenarse frente a diversos estímulos, tanto de origen 
microbiano como estímulos químicos o de inflamación estéril. Se ha descripto la inducción 
de NETosis por microorganismos como Candida albicans, Aspergillus, Streptococcus 
pneumoniae, Escherichia coli o Staphylococcus aureus, entre otros (75). Asimismo las 
NETs pueden producirse en respuesta a estímulos químicos como el ácido forbol mirístico 
(PMA) o los ionóforos de calcio, frente a estímulos inflamatorios estériles como los 
cristales de urato monosódico (MSU) como así también en respuesta a las citoquinas 
proinflamatorias tales como TNF-α e IL-8 (76-78). 
El mecanismo por el cual se induce la NETosis parece depender del estímulo inductor. Se 
ha observado que con la mayoría de los estímulos se requiere la producción previa de 
IROs para desencadenar el proceso de NETosis. Tal es el caso de agonistas como el 
PMA o los cristales de urato monosódico. Sin embargo, también se han descripto otros 
Célula apoptótica Célula NETótica 
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estímulos en el que el proceso de NETosis parece ser independiente de la producción de 
IROs, como ocurre con el ácido úrico, la ionomicina o algunas bacterias(79). 
           1.3.1- Mecanismo de NETosis. 
 
En estado de reposo el ADN se encuentra empaquetado alrededor de un núcleo 
conformado por un octámero de histonas (que incluye a las histonas H3, H2B, H2A y H4) 
formando nucleosomas. Esta disposición es la que permite que la cromatina posea un alto 
grado de condensación. Durante la NETosis, tiene lugar un tipo particular de modificación 
postraduccional que favorece la descondensación de la cromatina, esta modificación es la 
citrulinación. La citrulación es mediada por enzimas de la familia de las peptidil 
deaminasas (PADs), que se encargan de convertir por desaminación al aminoácido 
arginina (Arg) de diversas proteínas en citrulina (Cit) (80). Esta descondensación es la 
que permite que actúen sobre la cromatina las enzimas elastasa y MPO. En los neutrófilos 
en reposo la elastasa y la MPO se hallan en los gránulos azurófilos. Tras la activación 
celular por estímulos que inducen NETosis, estas enzimas se translocan al núcleo. Esto 
ocurre, en general, de manera posterior a la activación de la NADPH oxidasa y a la 
consecuente producción de IROs. De hecho, se ha demostrado que inhibidores 
farmacológicos de esta enzima como es el caso del difenileniodonio (DPI), inhiben la 
NETosis en respuesta a PMA, bacterias, glucosa oxidasa o MSU. No se ha dilucidado 
completamente el mecanismo por el cual la elastasa y la MPO se translocan al núcleo, 
pero se postula que la producción de IROs podría promover su disociación de la matriz de 
proteoglicano permitiendo que escapen de los gránulos y se movilicen hasta el núcleo. 
Una vez allí, la elastasa degradará a las histonas aumentando aun más la 
descondensación de la cromatina. La MPO se une a la cromatina en etapas más tardías 
del proceso, colaborando cooperativamente con la elastasa en la descondensación de la 
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misma. Luego de la descondensación y de la asociación de las proteínas específicas, 
tiene lugar la ruptura celular y la liberación de las NETs al medio extracelular.  
En el caso de estímulos que no requieren de los IROs, como la ionomicina, el mecanismo 
desencadenante de la NETosis podría involucrar la movilización de calcio. De hecho, en 
respuesta a este ionóforo de calcio se ha demostrado que los inhibidores de la NADPH 
oxidasa no inhiben la NETosis, mientras ésta sí se ve afectada por el agregado de 
quelantes de calcio que impiden la activación de PAD4.  
Un resumen de los eventos moleculares implicados en la formación de NETs se ilustra en 






Figura 3. Mecanismos moleculares implicados en la formación de NETs. Se ilustran los 
diferentes eventos moleculares que dan lugar a la generación de NETs. En respuesta a distintos 
estímulos se generan IROs que favorecen el escape de la elastasa (NE) al núcleo la cual inicia el 
clivaje de las histonas favoreciendo la descondensación de la cromatina. En paralelo, en respuesta 
a los IROs o a concentraciones crecientes de calcio citoplasmático aumenta la expresión de la 
enzima PAD4, la cual induce la citrulinación de las histonas contribuyendo a la descondensación 
de la cromatina. En un último paso la MPO se transloca al núcleo y favorece la formación de las 
NETs.  
    1.3.2- Implicancias patológicas de las NETs. 
 
Las NETs fueron descriptas inicialmente como eficientes mecanismos microbicidas, sin 
embargo, durante la última década diversos estudios evidencian su participación activa en 
una gran cantidad de patologías como trombosis (81), enfermedades autoinmunes (82, 
83), enfermedades autoinflamatorias de origen genético (84), patologías asociadas a 
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inflamación (78, 85), desórdenes metabólicos(86), enfermedades pulmonares(87), fibrosis 
(88) y cáncer (89, 90). 
Independientemente del estímulo que gatille su formación, las NETs están constituidas 
por ADN, Histona H-3 citrulinada, elastasa y MPO, siendo estos tres componentes 
proteicos los más frecuentemente utilizados para su detección. Sin embargo, evidencias 
recientes demostraron que los componentes proteicos de las NETs varían dependiendo 
del ambiente inflamatorio específico en el que se formen (91). Por ejemplo, la 
interleuquina 1β (IL-1β) es particularmente notable en gota (78), interleuquina 17 (IL-17) 
en psoriasis (92) y fibrosis pulmonar (88), el péptido antimicrobiano LL-37 en lupus 
eritematoso sistémico (LES) (93) y la PAD4 en artritis reumatoidea (94). 
 1.4- Neutrófilos en el microambiente tumoral. 
 
En el contexto del cáncer el sistema inmune cuya función básica es proteger al organismo 
de las infecciones sufre un cambio hacia la inmunosupresión, proceso durante el cual las 
células tumorales polarizan a las distintas poblaciones de leucocitos infiltrantes hacia un 
fenotipo promotor del crecimiento tumoral(95). 
Los neutrófilos constituyen una parte significativa del infiltrado inflamatorio en muchos 
tipos de cáncer(96-98) y los altos niveles de neutrófilos intratumorales se han asociado 
con mal pronóstico (99), ya que promoverían las metástasis (100, 101) y la 
angiogénesis(102). En contraste, otros estudios han reportado efectos antitumorales 
mediados por neutrófilos, demostrando que estos son capaces de exhibir efectos 
citotóxicos directos sobre las células tumorales (103) y de impedir la metástasis(104). 
Aunque el rol protumoral versus antitumoral de los neutrófilos en cáncer sigue siendo 
objeto de debate, datos crecientes obtenidos de modelos animales y de estudios 
humanos demuestran que los neutrófilos asociados a tumor (TANs) juegan un rol 
importante en el desarrollo tumoral. 
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La plasticidad fenotípica de los TANs descripta en respuesta a señales presentes en el 
microambiente tumoral ha sido descripta previamente en otras células inmunes de estirpe 
mieloide como los macrófagos asociados a tumor (TAMs)(105). Numerosas publicaciones 
utilizando modelos murinos de cáncer demostraron que los neutrófilos pueden 
diferenciarse en un fenotipo protumoral (N2) en presencia de TGF-β (106) o a un fenotipo 
antitumoral (N1) mediante el bloqueo de TGF-β o por la presencia de IFNs de tipo 1(107, 
108). El TGF-β previene la producción de IROs, especies reactivas de nitrógeno (IRNs) e 
IL-1β por parte de los TANs. En contraste, la inhibición de la vía de señalización gatillada 
por el TGF- β confiere un perfil antitumoral a los neutrófilos, el cual se asocia con una 
alteración del perfil de citoquinas y quimiocinas producidos, como por una elevada 
capacidad de infiltrar el tejido tumoral(106, 108). Por su parte, la presencia de IFNs de tipo 
I favorece el desarrollo de TANs N1 con una elevada actividad citotóxica, alta capacidad 
de generar NETs, alta expresión de ICAM-1 y de TNF-α(107).  
Otras citoquinas tales como G-CSF, IFN-γ, TNF-α e IL-8 también promueven cambios en 
las características fenotípicas y funcionales de los neutrófilos, y favorecen el reclutamiento 
de subpoblaciones específicas de los mismos (104, 109-111). 
El estudio de TANs aislados de tumores murinos tempranos demostró que los mismos 
exhiben mayor capacidad citotóxica contra células tumorales respecto a los aislados de 
tumores establecidos(112). Estas observaciones llevaron a la hipótesis de una transición 
de N1 a N2 durante la progresión tumoral. Además de cambios en el estado de activación 
celular, Mishalian y colaboradores(112) demostraron que en etapas tempranas del 
proceso neoplásico, los TANs se localizan en la periferia del tumor, mientras que en 
etapas avanzadas se encuentran intercalados entre las células tumorales.  
Se ha visto además que los neutrófilos reclutados al tejido tumoral secretan activamente 
quimiocinas y citoquinas, capaces de incrementar no solo su propio reclutamiento sino 
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también el reclutamiento, la activación y polarización hacia un fenotipo protumoral de 
otras células inmunes(113). Fridlender y colaboradores demostraron que los TANs 
exhiben un perfil transcriptómico completamente diferente al que exhiben las células 
mieloides supresoras granulocíticas y los neutrófilos “naive” derivados de médula ósea 
(114). Además, el mismo grupo describió numerosas diferencias en los genes expresados 
por las poblaciones N1 y N2 que incluyen genes relacionados con la organización del 
citoesqueleto, fagocitosis, respuesta inmune y quimiotaxis (108). De hecho, una de las 
diferencias más significativas halladas entre ambos grupos es su perfil de citoquinas y 
quimiocinas, lo cual apoya la noción de que los TANs poseen un rol fundamental en el 
reclutamiento de leucocitos al microambiente tumoral como así también en el balance de 
estados de activación-supresión del sistema inmune en cáncer. 
Los TANs N1 expresan altos niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-12 y TNF-α, 
junto con varias quimiocinas para células T y macrófagos (CXCL10, CCL7, CCL2 y 
CCL3). CCL17 y CXCL14 son las dos quimiocinas con el menor nivel de expresión en 
TANs N1 en comparación con los N2. De hecho, se ha demostrado una secreción activa 
de CCL17 por parte de los TANs N2, la cual es seguida de un activo reclutamiento de 
células T regulatorias al microambiente tumoral. CXCL14, por otro lado, posee actividad 
quimiotáctica para macrófagos activados, células dendríticas inmaduras y células NK. En 
los análisis transcriptómicos previamente mencionados también se observó que los TANs 
N2 pueden expresar TGF-β, IL-6 e IL-23, una combinación de citoquinas sugeridas como 
promotoras de las respuestas Th17. 
En conjunto, todas estas observaciones refuerzan el concepto de que los TANs 
constituyen una fuente activa de citoquinas y quimiocinas dentro del tumor actuando como  
orquestadores de la inmunidad innata y adaptativa en el microambiente tumoral. 
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1.4.1- Interacciones de TANs y otras células inmunes en el microambiente tumoral. 
 
La existencia de múltiples crosstalks entre los TANs y otros tipos celulares infiltrantes en 
el tejido tumoral han sido descriptas como factores promotores de la evasión a la 




















Figura 4: Interacciones de TANs y otras células inmunes en el microambiente tumoral. En la 
figura se ilustra la compleja red de interacciones de los TANs con distintos componentes del 
sistema inmune. Se resaltan los factores solubles que intervienen en cada interacción como así 
también los efectos biológicos resultantes (indicado por el color de las flechas).  
 
Una gran cantidad de estudios realizados en los últimos años, la mayoría en modelos 
murinos de cáncer, han explorado las interacciones de los TANs y las células T. Los 
neutrófilos y las células T pueden modular sus funciones mutuamente a diversos niveles, 
ya sea en una manera dependiente de contacto o mediante la liberación de citoquinas. En 
el microambiente tumoral, las células Th 17 y  la IL-17 producida por ellas promueven el 
crecimiento tumoral y la movilización de neutrófilos(115), la inducción de la secreción de 
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IL-8 por parte de las células epiteliales y también la expresión de G-CSF, induciendo la 
movilización y el reclutamiento de células mieloides inmaduras. 
Las célulasTγδ productoras de IL-17 en ratones portadores de tumores, promueven la 
expansión de los neutrófilos y su polarización dependiente de G-CSF(116). Frilender y 
colaboradores reportaron que dependiendo de su perfil, los TANs pueden reclutar 
distintos subgrupos de células T: los N1 tienden a reclutar linfocitos T CD8+ mientras que 
los N2 favorecen el reclutamiento de células T regulatorias (106, 117).  
Además de afectar la funcionalidad de distintos subgrupos de células T, como se muestra  
en detalle en la Figura 4, los TANs modulan la funcionalidad de otras células del infiltrado 
tumoral (113). Por ejemplo, activan a las células dendríticas mediante señales célula a 
célula y a través de la secreción de TNF-α, promoviendo la regresión tumoral de una 
manera IL-12 dependiente (118). Asimismo, inhiben la función de las células NK y la 
secreción de INF-γ por parte de las mismas, favoreciendo el desarrollo de 
metástasis(119), y activan y reclutan macrófagos a través de la secreción de IL8, TNF-α y 
mieloperoxidasa(120). Sin embargo, aún no se conocen en detalle cómo es la interacción 
TANs-TAMs en el microambiente tumoral. 
        1.4.2- Neutrófilos en tumores humanos. 
 
La información que existe respecto a neutrófilos en cáncer humano es aun limitada. 
Estudios histológicos realizados en distintos tipos de tumores demostraron que los altos 
niveles de neutrófilos intratumorales se asocian con un mal pronóstico, particularmente en 
pacientes con carcinoma de células renales, melanoma, cáncer colorectal y cáncer de 
cabeza y cuello(99). Asimismo, la magnitud de neutrófilos infiltrantes correlaciona con el 
grado de desarrollo de gliomas humanos (121) y con tumores pancreáticos agresivos 
                                                                                                                                                                 Introducción. 
 
29 
(122). Por otra parte, muchos pacientes con melanoma metastásico avanzado muestran 
niveles altos de neutrófilos en circulación y esto se asocia con peor pronóstico (123).  
En contraste, se reportó que un mayor número de neutrófilos circulantes en tumores 
gástricos se asocia con un pronóstico favorable(124). Los mecanismos por los cuales se 
induce esta neutrofilia en pacientes oncológicos no se conocen con claridad, sin embargo 
algunas citoquinas secretadas por las células tumorales podrían contribuir a este 
fenómeno y a la promoción de las propiedades supresoras adquiridas por los neutrófilos 
circulantes en este contexto(125). 
1.5- LL-37: péptido antimicrobiano y molécula inmunoreguladora. 
 
El LL-37 es un péptido catiónico de 37 aminoácidos que se genera por el clivaje 
extracelular de la porción C-terminal de la proteína catelecidina (hCAP18) (126). Su carga 
positiva le permite asociarse a membranas fosfolipídicas cargadas negativamente como 
las de las bacterias y de allí su capacidad microbicida. Las membranas plasmáticas 
asociadas a colesterol, como las de los mamíferos, se encuentran mejor protegidas de la 
actividad citotóxica de LL-37, aunque a altas concentraciones también son susceptibles a 
la misma. Si bien fue originalmente caracterizado como un péptido expresado 
constitutivamente en neutrófilos, el LL-37 también es producido por varios otros tipos 
celulares, como macrófagos, células epiteliales y células NK(93).    
Además de su papel microbicida, el péptido LL37 posee propiedades inmunregulatorias 
tanto sobre células de la inmunidad innata como de la adaptativa, basadas 
fundamentalmente en su capacidad para inducir la secreción de diversas citoquinas y 
quimiocinas (93). Así por ejemplo, induce la secreción de IL-1β e IL-10 en monocitos y de 
TNFα en distintas líneas macrofágicas (127, 128). En mastocitos, el LL-37 gatilla la 
degranulación con la consecuente liberación de histamina(129). Las células epiteliales 
además de secretar LL-37 responden a su estimulación secretando IL-6 e IL-1β. 
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Se han reportado varias moléculas de membrana con las que el péptido puede 
interactuar, siendo las mejor caracterizadas el receptor purinérgico P2X7 (127) y el 
receptor para péptidos formilados FPRL1 (previamente conocido como formyl peptide 
receptor-like 1)(130). Por ejemplo el aumento en la secreción de IL-8 en fibroblastos y de 
leucotrieno B4 en macrófagos inducida por LL-37 se inhibe significativamente con 
antagonistas del receptor P2X7R (93). Por otra parte, la inhibición de la apoptosis de 
neutrófilos mediada por LL-37 se bloquea en forma parcial con antagonistas de FPRL1 y 
de P2X7R (129, 131). En la figura 5 se ilustran algunas de las funciones 











Figura 5. Efectos inmunomoduladores del péptido LL37. En la ilustracion se indican algunos de 
los efectos inmunomodulatorios inducidos por el péptido LL37. 
 
Además de su rol versátil como molécula inmunoregulatoria, el LL37 es capaz de modular 
la migración celular. Es así que el LL-37 cumple un doble papel en el reclutamiento de 
leucocitos a sitios inflamados ya que no sólo es quimiotáctico de neutrófilos per se(132), si 
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no que además estimula la producción de varias quimiocinas, siendo las más importantes 
IL-8, CCL2, CCL4 y CXCL1, secretadas por monocitos, macrófagos, células endoteliales 
y/o fibroblastos (93, 126, 133). 
Cabe destacar que el LL-37 favorece la migración de precursores hematopoyéticos 
inducida por CXCL12. Esta quimiocina cumple un papel central en LLC ya que por un lado 
induce la migración de las células leucémicas y los linfocitos T que colaboran con ellas a 
los centros de proliferación en los tejidos linfáticos, y por otro lado actúa como un potente 
factor de estimulación y supervivencia de las células LLC (47, 134). Más aún, los 
inhibidores de quinasas, como el Ibrutinib, que están revolucionando la terapia de la LLC 
interfieren con la interacción de las células LLC y su entorno protector ya que bloquean la 
señalización por CXCR4, el receptor para CXCL12 y otros receptores para 
quimiocinas(135). El grupo de Ratajczak demostró en 2012 que el LL-37 aumenta la 
respuesta quimiotáctica de precursores hematopoyéticos hacia CXCL12 favoreciendo la 
incorporación de CXCR4 a lipid rafts (136). Es interesante señalar que estos autores 
encuentran niveles elevados de ARNm para LL-37 en células de médula ósea de ratones 
expuestos a irradiación antes de un transplante. Estos hallazgos sugieren que LL-37 
puede ser liberado en respuesta a un proceso de inflamación estéril favoreciendo la 
migración de células que expresen CXCR4 a los tejidos linfáticos.  
          1.5.1- LL-37 y microambiente tumoral. 
 
La presencia de LL-37 en tumores humanos fue reportada por primera vez en 2005 por 
Heilborn y colaboradores quienes encontraron una fuerte expresión del péptido en células 
de carcinoma de mama(137). Posteriormente se describió la presencia de LL-37 en 
biopsias de adenocarcinomas de pulmón(138). En ambos trabajos se reporta que el 
cultivo in vitro con LL-37 exógeno induce la proliferación de líneas celulares de cáncer de 
mama o pulmón. En contraposición con estos trabajos, recientemente se han publicado 
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varios artículos en los que se demuestra que la fuente de LL-37 en el microambiente de 
ciertos tumores no son las células transformadas sino los macrófagos asociados a tumor. 
En biopsias de cáncer de colon, Li y colaboradores encontraron la sobreexpresión de    
LL-37 en los macrófagos infiltrantes del tejido tumoral pero no en las secciones 
correspondientes a mucosa normal(139). El cultivo in vitro de macrófagos diferenciados a 
partir de monocitos de dadores sanos en presencia de M-CSF (perfil M2) con células de 
cáncer de colon aumentó la expresión de LL-37 en los macrófagos indicando que las 
células tumorales son capaces de regular la síntesis del pro-péptido (catelicidina) en las 
células mieloides. En un modelo murino de cáncer de colon los autores demuestran que 
LL-37 promueve el crecimiento tumoral activando la vía PTEN/PI3K/Akt/Wnt/ βcatenina. 
Por su parte, Sainz y colaboradores encontraron que LL-37 se sobreexpresa en 
macrófagos asociados a tumores en biopsias de adenocarcinoma pancreático ductal(140). 
También en este caso las células tumorales juegan un papel crucial en la expresión de 
LL-37 ya que factores producidos por el tumor, en particular TGFβ, inducen la secreción 
de LL-37 al medio. A su vez, LL-37 favorece la proliferación y migración de las células 
malignas a través de FPRL1 y P2X7R. Los resultados son corroborados en un modelo de 
cáncer de páncreas en el cual los ratones reconstituidos con médula ósea proveniente de 
animales knockout para catelicidina desarrollan tumores más pequeños. Tomados en 
conjunto, estas publicaciones muestran una clara actividad pro-tumoral de LL-37 
expresado por TAMs y señalan que las células malignas no son ajenas a esta expresión 
sino que, por el contrario, liberan factores que inducen la síntesis y/o liberación de LL-37 
al medio extracelular.  
Sin embargo, no todas las publicaciones coinciden en los efectos protumorales de LL-37 
secretado por TAMs. Bruns y colaboradores reportaron que los macrófagos presentes en 
ganglios linfáticos de pacientes con linfoma de Burkitt expresan niveles bajos de las 
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enzimas implicadas en el metabolismo de la Vitamina D y del receptor para el metabolito 
activo, 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25 VD3)(141). La relevancia de la Vitamina D en 
relación a LL-37 se debe a que el receptor de Vitamina D está implicado directamente en 
la transcripción del gen de catelicidina. En el trabajo nombrado, los autores demuestran 
que los macrófagos asociados al linfoma de Burkitt no son citotóxicos contra las células 
tumorales porque no producen LL-37, y que el tratamiento con 1,25 VD3 los transforma en 
citotóxicos. Otro resultado interesante de este trabajo es la demostración de que el 
aumento de los niveles plasmáticos de 1,25 VD3 en voluntarios deficientes por 
tratamiento durante 6 semanas con Vitamina D, mejora la actividad citotóxica de 
macrófagos M2 diferenciados a partir de monocitos, siendo esta citotoxicidad dependiente 
de la secreción de LL-37.   
En base a los antecedentes descriptos en esta Introducción, se establece como hipótesis 
de trabajo que las células LLC son capaces de modificar la funcionalidad de los 
neutrófilos disminuyendo su capacidad microbicida, particularmente su capacidad de 
generar NETs, e induciendo su diferenciación a un fenotipo protumoral. 





Teniendo en cuenta lo descripto previamente, el objetivo general de esta tesis doctoral fue 
investigar el papel de los neutrófilos en LLC como así también sus posibles interacciones 
con las células B malignas. Para ello trabajamos sobre la base de tres objetivos 
específicos: 
Objetivo específico 1: Estudiar la formación de NETs en LLC y su interacción con las 
células B leucémicas. 
-Objetivos experimentales: 
A. Analizar de manera comparativa la capacidad de los neutrófilos de pacientes LLC y   
de dadores sanos para formar NETs.  
B. Investigar si el co-cultivo de células LLC con componentes de las NETs modifica la  
biología de las células leucémicas in vitro. 
Objetivo específico 2: Analizar los efectos de las células B leucémicas sobre los 
neutrófilos. 
 - Objetivos experimentales: 
A. Evaluar la apoptosis de los neutrófilos en presencia de células LLC. 
B. Estudiar la expresión de marcadores asociados con diferenciación a TANs en 
neutrófilos cocultivados con células B leucémicas. 
Objetivo específico 3: Describir los efectos del péptido LL37 sobre las células B 
leucémicas. 
 - Objetivos experimentales:  
A. Evaluar el efecto del LL37 sobre la viabilidad y activación de las células LLC. 
B. Identificar al neutrófilo como posible fuente de LL37. 
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 MATERIALES Y METODOS. 
1. Reactivos generales. 
     a. Buffer Fosfato Salino (PBS). 
 
Solución preparada con NaCl 0,138M, KCl 0,027M, Na2HPO4 0,078M y KHPO4 0,015M; 
pH=7,4. Las marcaciones de células con anticuerpos para evaluación por citometría de 
flujo se realizaron con PBS con 0,5% de seroalbúmina bovina (BSA) de Weiner 
Laboratorios (Santa Fe, Argentina). Los lavados de western blot y ELISA se llevaron a 
cabo con PBS 0,05% tween-20. 
     b. Solución de Türk para el recuento de células. 
 
La solución se preparó con violeta de genciana (100mg), ácido acético glacial (31,25ml) y 
agua destilada (c.s.p. 500ml). Para el recuento de células se realizaron diluciones de esta 
solución y se contó en cámara de Neubauer. 
     c. Medio de cultivo. 
 
Se utilizó medio RPMI 1640 de Life Technologies (Grand Island, NY, USA), suplementado 
con suero fetal bovino (SFB) de Natocor (Córdoba, Argentina) al 10% para el medio 
completo y con 100 U/ml penicilina o 100 μg/ml estreptomicina, todos de GIBCO 
Laboratories (Grand Island, USA). 
     d. Soluciones de Ficoll-Triyosom y Dextran. 
 
Para la purificación de células mononucleares de sangre periférica se utilizó una solución 
isotónica de Ficoll 400 de Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, USA) y Triyosom 50 
(aminotrizoato sódico 50%) de Justesa Imagen Argentina S.A (Bs.As., Argentina), 
densidad 1,077 g/l. Para el aislamiento de neutrófilos se empleó Dextran 500 GE 
healthcare (Munich, Alemania). 
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     e. Buffers para Western Blot. 
    -     Corrida. 
Solución preparada con  25 mM Tris-Base, 192 mM glicina, 0.1% SDS. 
- Transferencia. 
Solución preparada con  25 mM Tris-Base, 192 mM glicina, 0.1% SDS y 20% V/V de 
metanol (pH: 8,3). 
2. Obtención de células de sangre periférica de pacientes LLC  y de dadores sanos 
 
El estudio se llevó a cabo con muestras de sangre periférica de pacientes LLC evaluados 
al diagnóstico y durante el curso de la enfermedad que son atendidos en los servicios de 
Hematología del Sanatorio Municipal “Dr. Julio Mendez” y del Hospital General de Agudos 
“Dr.Teodoro Álvarez”. Las muestras de dadores sanos (DS) fueron obtenidas de la 
fundación Hemocentro Buenos Aires. En todos los casos tanto los pacientes como los DS 
fueron informados acerca de los objetivos del estudio y dieron su consentimiento para 
participar por escrito. El proyecto de investigación fue avalado por el Comité de Bioética 
de los Institutos de la Academia Nacional de Medicina de Buenos Aires.  
        a. Separación de células mononucleares y criopreservación de las muestras. 
 
Las células mononucleares totales (CMT) fueron obtenidas a partir de muestras de sangre 
periférica recogidas sobre heparina. La sangre entera se diluyó a la mitad en solución 
fisiológica y fue sembrada sobre una solución de Ficoll-Triyosom, este sistema bifásico 
fue centrifugado a 1500 rpm durante 30 minutos a 22°C. Luego se recogió la interfase 
conteniendo a las CMT y se las lavó dos veces con solución fisiológica centrifugando por 
10 minutos, una vez a 1500 rpm y otra a 1000 rpm. Las CMT fueron finalmente re-
suspendidas en medio RPMI 10% SFB. 
Las muestras de CMT fueron utilizadas en el mismo día o resuspendidas en SFB 
adicionado con 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) y criopersevadas en tanque de nitrógeno 
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líquido. La viabilidad de las muestras utilizadas luego de la criopreservación se evaluó 
mediante microscopía utilizado el colorante vital azul trypan. Sólo se utilizaron las 
muestras que tuvieran un porcentaje de células viables mayor al 90%. 
      b. Aislamiento de neutrófilos. 
 
Para la obtención de los neutrófilos se tomó la capa inferior de la sangre centrifugada 
sobre Ficoll-Triyosom que contiene los glóbulos rojos y los leucocitos polimorfonucleares. 
Estas células se diluyeron al medio con solución fisiológica y se añadió un tercio del 
volumen de Dextran 500 diluido al 6% en solución fisiológica. Se mezcló suavemente por 
inversión y se dejó sedimentar a los glóbulos rojos durante 20- 25 minutos a temperatura 
ambiente. Una vez transcurrido el periodo de sedimentación se recuperó la parte superior 
y se centrifugó durante 10 min a 1500 rpm a 4°C. Luego de descartar el sobrenadante y 
se procedió a lisar a los glóbulos rojos agregando agua destilada durante 40 segundos y 
restaurando la isotonicidad con fisiológica 10 veces concentrada. Los leucocitos se 
centrifugaron a 1000 rpm durante 10 min a 4°C y se resuspendieron en RPMI 10% SFB. 
Previo a su utilización, todas las preparaciones de neutrófilos fueron marcadas con un 
anticuerpo anti-CD14 conjugado a ficoeritrina (PE) de BD Biosciences (Franklin Lakes, 
NJ) y analizadas mediante citometría de flujo para garantizar que la contaminación con 
monocitos fuera menor al 0,5% y que los parámetros de dispersión forward y side (FSC y 
SSC respectivamente) fueran compatibles con los de células no activadas. 
3. Inducción y cuantificación de NETs. 
 
Para inducir la formación de NETs, los neutrófilos (2 × 106 células/ml) fueron sembrados 
en placas de 48 pocillos en medio RPMI suplementado con 10% SFB (previamente 
calentado a 65°C para inactivar nucleasas endógenas) y estimulados con PMA 25 ng/ml 
(Sigma-Aldrich) durante 4 hs a 37 °C. Alternativamente, los neutrófilos fueron estimulados 
con ionomicina (1 μM), LPS (100 ng/ml) ambos de Sigma-Aldrich, TNFα (10 ng/ml) o IL-8 
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(0,15 o 10 ng/ml) ambos de Biolegend (San Diego, CA) como se indica en las leyendas de 
las figuras correspondientes. Los sobrenadantes con las NETs fueron tratados durante 30 
minutos a 37ºC con una dosis de 1 U/ml de nucleasa micrococal (Mnasa) de Worthington 
Biochemical (Lakewood,NJ) para desprender las NETs de los detritos celulares. La 
reacción enzimática se detuvo con el agregado de EDTA (5 mM). 
Las NETs fueron cuantificadas mediante la determinación de la concentración de ADN y 
la actividad de la enzima elastasa en los sobrenadantes. El ADN se cuantificó mediante 
detección fluorométrica (BioTeK Instruments, Winooski, VT, USA) a través de la 
marcación con SYBRGold (Life Technologies, Carlsbad, CA) empleando una dilución 
1:2000. La actividad elastasa fue evaluada por espectofotometría empleando el sustrato 
especifico N-methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO) como se 
describió previamente(142). 
4. Microscopía confocal. 
     a. Análisis del proceso NETótico por microscopia confocal. 
 
La visualización de las NETs por microscopía confocal fue llevada a cabo mediante una 
adaptación del protocolo descripto por Brinkmann y colaboradores(73). Brevemente,  los 
neutrófilos (2 × 106 células/ml) fueron sembrados en portaobjetos previamente tratados 
con  poly-L-lisina y estimulados con PMA (25ng/ml) durante 2 o 4 horas a 37°C.  Luego de 
la incubación las muestras fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) 4% en PBS, 
permeabilizadas con 0.5% Triton X-100 en PBS durante 1 minuto y bloqueadas por una 
hora con 5% de SFB inactivado por calor. Para la detección de elastasa, las muestras se 
marcaron con un anticuerpo de conejo anti-elastasa (Calbiochem, Massachusetts, MA) a 
una concentración de 1ug/ml por incubación durante 1 hora. Luego de lavarse, se 
expusieron a un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado a Dylight-488 (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) por una hora. Para la marcación del 
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ADN, las muestras fueron incubadas con ioduro de propidio (IP) por 5 minutos y montadas 
utilizando Aqua-Poly/mount (Polysciences, Warrington, PA) como líquido de montaje. Las 
imágenes fueron adquiridas usando un microscopio confocal FluoView FV1000 (Olympus, 
Tokyo, Japan) equipado con un objetivo Plapon 60×/1.42 y empleando como software de 
análisis el programa Olympus FV10-ASW. La Poly-L-Lisina, el PFA, el Triton-X100 y el IP 
se adquirieron en Sigma-Aldrich (St Luis, MO). 
      b. Análisis de colocalización entre CXCR4 y LL37. 
 
Células LLC (2x106 células/ml) fueron incubadas con LL37 (InvivoGen, San Diego, CA) en 
concentraciones de 5 o 10 µg/ml durante 30 minutos. Luego las células se lavaron una 
vez con PBS y se fijaron con PFA 4% en PBS durante 1 hora. Culminada la fijación las 
células fueron bloqueadas con 5% BSA durante 45 minutos. Posteriormente las células 
fueron lavadas e incubadas con el anticuerpo primario policlonal de conejo anti-LL37 
(Biolegend) durante 2 hs. Luego de lavarse el anticuerpo primario 2 veces, las células se 
incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo marcado con DyLight-488  
durante 2 horas. Completado el protocolo de marcación la células fueron incubadas 
durante 18 horas sobre portaobjetos previamente tratados con poly-L-lisina. Finalmente 
los preparados fueron montados empleando Aqua-Poly/mount. Las imágenes se 
adquirieron usando el microscopio confocal  descripto en el punto anterior. 
5. Análisis de la producción de intermediarios reactivos del oxígeno (IROs). 
Para la determinación de la producción intracelular de IROs, se empleó el colorante 
fluorescente Dihidrorodamina (DHR) de Life Technologies (Carlsbad, CA). Los neutrófilos 
de DS o de pacientes LLC  (2 x 106 células/ml) fueron incubados con 2 μM de DHR por 30 
min a 37 °C para su marcación, luego se lavaron una vez y fueron expuestos a PMA (25 
ng/ ml) o PBS. Luego de 20 min de incubación las células fueron colocadas en hielo y 
adquiridas por el citómetro de flujo inmediatamente. 




6. Evaluación de la actividad de elastasa y mieloperoxidasa (MPO) en neutrófilos. 
Los neutrófilos provenientes de pacientes LLC o DS (5 × 105) fueron lisados con PBS 
conteniendo 1% Triton X-100, centrifugados, y los sobrenadantes fueron colectados para 
la inmediata determinación de las actividades enzimáticas. La actividad de elastasa se 
evaluó tal como se describió previamente en la cuantificación de las NETs. La actividad 
de MPO fue cuantificada utilizando el sustrato 3,3’,5,5’-Tetrametilbencidina (TMB) de 
Thermo Fisher (Massachusetts, MA). Brevemente, 25 μl de cada muestra se combinaron 
con 25 μl de TMB y se incubaron a 37 °C por 5 min. La reacción se detuvo con el 
agregado de 50 μl de H2SO4 y se midió la absorbancia a 450 nm. 
7. Determinación de la concentración de IL-8, IL-10 y TGF-β por ELISA y ensayos de 
depleción de citoquinas. 
 
La detección de citoquinas y quimiocinas se realizó por ELISA utilizando kits comerciales 
y siguiendo las instrucciones del proveedor. Los kits empleados fueron: para IL-8 el 
comercializado por BD-Biosciences (Franklin Lakes, NJ), para IL-10 el comercializado por  
Biolegend (San Diego, CA) y para TGF-β el de Thermo Fisher (Massachusetts,MA).  
Los ensayos de depleción de cada uno de estos factores se desarrollaron de la siguiente 
manera. Se agregó el anticuerpo de captura correspondiente a cada citoquina y diluido en 
PBS en placas de 48 pocillos incubándose por 18 horas a temperatura ambiente para 
permitir su adhesión al plástico. Luego de lavar 3 veces con PBS, se agregó 300 ul del 
plasma o medio condicionado a depletar y se incubó durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Finalmente, el plasma o medio condicionado se recolectó para la realización de 
los ensayos pertinentes.  
Como particularidad, los medios condicionados que fueron empleados para la 
detección/depleción de TGF-β fueron sometidos a un paso de acidificación, mediante el 
agregado de HCL 1M durante 10 min y neutralización mediante el agregado de NaOH 1M. 
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Este tratamiento cambia la conformación del TGF-β permitiendo que sea reconocido por 
los anticuerpos. 
8. Detección y cuantificación de proteínas por western blot. 
 
Se partió de 5 x 106 células para cada condición experimental. Los extractos proteicos se 
realizaron agregando loading buffer (Tris HCL pH 6,8 1M, SDS, glicerol 30% y Azul de 
bromofenol 0,04%) – 5% de β-mercaptoetanol sobre el pellet de células. Se calentaron las 
muestras en el loading buffer durante 5 min a 97°C, y una vez cumplido dicho tiempo las 
muestras fueron colocadas inmediatamente en hielo. Estos extractos fueron sembrados 
en el momento o fueron almacenados a -20°C hasta su utilización. 
Las muestras se sembraron en geles de poliacrilamida 12% y se corrieron con amperaje 
constante de 35 mA. Una vez concluida la corrida electroforética, se realizó la 
transferencia húmeda a membranas de PVDF empleando un amperaje de 300 mA 
durante 90 minutos. Las membranas fueron luego bloqueadas con BSA 2,5% en tampón 
de lavado durante 2 horas luego de las cuales fueron incubadas durante 18 horas con los 
anticuerpos primarios correspondientes según el protocolo experimental. En este trabajo 
se emplearon anticuerpos anti-BCL2 (IgG de conejo), anti-caspasa-3 (IgG de ratón) 
ambos de Biolegend y anti-BFL1 (IgG de ratón) de Cell Signaling (Massachusetts, USA). 
Completado el tiempo de incubación con el anticuerpo primario se procedió al lavado (3 
lavados de 10 minutos cada uno con PBS + Tween 0.05%) y a la incubación durante 90 
minutos con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa correspondiente: anti-IgG 
de conejo o anti-IgG de ratón de Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, 
PA). En todos los casos se realizó también en la misma membrana el revelado de β-actina 
utilizando para ello un anticuerpo específico de Cell Signaling. Este “control de carga” 
permite la relativización del contenido proteico de las proteínas de interés. 
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El revelado del western blot se llevó a cabo utilizando el sustrato quimioluminiscente ECL  
(de sus siglas en inglés, Enhanced Chemiluminiscense) el cual al reaccionar con la 
peroxidasa en presencia de H2O2 genera un producto luminoso detectable con placas 
fotográficas. El análisis de los resultados se llevó a cabo con el software ImageJ.  
9. Dot blot para la detección de LL37 en sobrenadantes de cultivo. 
Con la finalidad de determinar la presencia del péptido LL37 en sobrenadantes de cultivo 
se adaptó el protocolo de western blot y en lugar de sembrar extractos proteicos en los 
geles de poliacrilamida se sembraron los sobrenadantes directamente sobre las 
membranas de PVDF. Se las dejó secar y luego se procedió con la misma secuencia de 
pasos descripta previamente desde el bloqueo al revelado. En este caso se usó como 
anticuerpo primario anti-LL37 policlonal (IgG de conejo) y el mismo anticuerpo secundario 
anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa empleado previamente. 
10. Ensayos de migración de las células LLC en respuestas a CXCL12 en presencia 
o ausencia de LL37. 
 
Para los ensayos de quimiotaxis se utilizaron Transwells de Corning Incorporatred (NY, 
USA) de 96 pocillos, con membranas de policarbonato de 6,5 mm de diámetro y poros de 
5 μm. En el compartimiento inferior se agregaron 200 µl de medio RPMI (1% SFB) 
conteniendo a la quimiocina CXCL12 (25ng/ml) de PeproTech (DF, Mexico) sola o junto a 
LL37 (5µM) de Invivogen (San Diego, CA), y en el compartimiento superior se sembró la 
suspensión celular correspondiente (1 x 106 células en 70 μl del mismo medio). Como 
control de migración espontánea se realizó el mismo ensayo pero sin agregar CXCL12 en 
el compartimiento inferior. Cada condición experimental se llevó a cabo por duplicado. 
Las células se incubaron a 37°C durante 2 horas. Pasado este tiempo se recolectaron las 
células que migraron hacia el compartimiento inferior y se marcaron con anticuerpo anti-
CD19 para identificar a las células B leucémicas. El recuento de estas células se realizó 
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por citometría de flujo, determinando el número de células que son adquiridas en un 
minuto(143). El índice de migración se calculó como el número de células CD19+ que 
migraron al pocillo con quimiocina con respecto al número de células que migraron 
espontáneamente (control sin quimiocina)(144). 
11. Inmunomarcación y citometría de flujo. 
 
          a. Anticuerpos y sondas. 
 
A lo largo de este trabajo de tesis se emplearon los anticuerpos conjugados dirigidos 
contra los siguientes antígenos de membrana: CD86-PE, CD62L-PerCP y CD49d-PE de 
Biolegend (San Diego, CA), CD69-PE, CD80-FITC, CD16-PerCP, CD38-PE y CXCR4-PE 
de BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ), CD19-PerCP de Beckman-Coulter (Brea, CA), 
HLA-DR-FITC de ImmunoTools (Friesoythe, Alemania). También se utilizó la sonda 
fluorescente AnexinaV-FITC de ImmunoTools (Friesoythe, Alemania). 
En todas las marcaciones de antígenos de superficie realizadas a lo largo de esta tesis las 
células se incubaron con los anticuerpos correspondientes diluidos en tampón de 
marcación (PBS suplementado con 0,5% BSA). La incubación fue de 20 minutos a 4°C y 
en oscuridad. Al cabo de la incubación las células se lavaron una vez con el tampón de 
marcación y se resuspendieron en Isoflow para ser analizadas en el citómetro de flujo 
(FACScan BD Scalibur). Se explicarán con más detalle aquellas inmunomarcaciones cuyo 
protocolo cuente con alguna particularidad.   
          b. Modulación de la expresión de marcadores de activación y de la apoptosis en 
células LLC incubadas con NETs. 
 
Alícuotas de CMTs (>93% células LLC) de pacientes LLC fueron resuspendidas en medio 
completo y sembradas en placas de 48 pocillos a una concentración de 2 × 106 células/ml.  
Las NETs fueron obtenidas por estimulación de los neutrófilos con ionimicina (1 µg/ml) 
durante 1 hora, luego las células fueron lavadas dos veces con medio completo y vueltas 
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a incubar durante 3hs a 37 °C. Los sobrenadantes con las NETs fueron recuperados de la 
misma manera que se describió previamente, salvo que en lugar de utilizar Mnasa para 
separar las NETs de los detritos celulares se realizó una disrupción mecánica. Las NETs 
se agregaron a las CMTs en una dilución final de 1:3. Las CMTs fueron cultivadas o no 
con NETs y se evaluó la expresión de los siguientes marcadores de activación a 
diferentes tiempos: CD69 a las 24hs, CD86 a las 48hs y CD80 a las 72hs en células CD19 
positivas. Se eligieron estos tiempos para cada marcador teniendo en cuenta las 
mediciones óptimas para cada uno de ellos.  
A las 48 horas también se evaluó la apoptosis de las células leucémicas mediante la 
marcación con AnexinaV/IP. Para ello, las células leucémicas se incubaron con Anexina V 
FITC diluida en Binding Buffer (10Mm Hepes/NaOH pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5mM CaCl2) 
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. El IP fue agregado segundos 
antes de adquirir la muestra en el citómetro a una concentración de 1µg/ml. 
          c. Niveles de apoptosis en neutrófilos cocultivados con células leucémicas. 
 
Los neutrófilos (1 x 106/ml) de DS fueron incubados con células LLC (>98% de células 
LLC, <0,5 CD14+ contaminantes) en una relación 1:2 durante 24-72 horas a 37°C en 
medio completo. De manera adicional se realizaron los cocultivos durante 24 horas en 
cámaras transwell sembrando en la canasta superior a las células LLC y en el pocillo 
inferior a los neutrófilos. La apoptosis de los neutrófilos se evaluó a los diferentes tiempos 
mediante la marcación con AnexinaV-FITC y análisis por citometría de flujo. 
          d. Internalización de ADN-CpG en células leucémicas en presencia de LL37. 
 
Para evaluar la internalización de complejos ADN-CpG a células B LLC, alícuotas de las 
mismas (2 x 106/ml) fueron estimuladas con ADN-CpG-FITC (IDT Argentina) en presencia 
o ausencia de LL37 durante 30 minutos a 37ºC. Luego las células se lavaron una vez con 
PBS y se analizaron por citometría de flujo. Para diferenciar el ADN-CpG-FITC 
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internalizado del pegado en membrana plasmática, las células se expusieron a los 
complejos en frío, se incubaron por 30 minutos y se lavaron antes de ser analizadas en el 
citómetro de flujo. La diferencia en la media de intensidad de fluorescencia entre las 
células expuestas a 37ºC o en frío a ADN-CpG-FITC fue tomada como medida de 
internalización del mismo. 
          e. Internalización de CXCR4 en células leucémicas inducida por LL37. 
 
Las células LLC (2 x 106/ml) fueron incubadas con LL37 (5µM) durante 25 minutos a 
37°C. Se tomaron muestras a los 0, 5, 10 y 25 minutos siendo colocadas de manera 
inmediata en hielo. Una vez colectadas todas las muestras se marcaron las células con un 
anticuerpo monoclonal anti-CXCR4-PE y se analizó la fluorescencia por citometría de 
flujo. La expresión de CXCR4 a tiempo 0 corresponde a la máxima expresión en 
membrana del receptor.  
          f. Evaluación del contenido intracelular de LL37 en neutrófilos. 
 
Alícuotas de 1 x 106 de neutrófilos purificados de DS por cada condición experimental 
fueron fijados con PFA 1% durante 30 minutos y luego permeabilizados con saponina 
0,1% durante 30 minutos adicionales. Una vez permeabilizadas las células se incubaron 
en SFB durante 1 hora para bloquear el pegado inespecífico de los anticuerpos a utilizar. 
Luego los neutrófilos se incubaron con un anticuerpo anti-LL37 (IgG de ratón) de Santa 
Cruz Biotechnology (Texas, USA) durante 90 minutos. Concluida la incubación las células 
se lavaron y se incubaron durante 60 minutos con el anticuerpo secundario 
correspondiente, en este caso anti-IgG de ratón conjugado con DyLight-488 de Jackson 








12. Análisis estadístico. 
 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 5.0. La 
significancia estadística se determinó utilizando los test no paramétricos: Test de 
Wilcoxon o Test de Mann-Whitney para comparar entre muestras pareadas o no pareadas 
respectivamente. El análisis estadístico entre más de dos grupos se realizó mediante el 
test de Kruskal-Wallis o el Test de Friedman para comparar entre muestras no pareadas o 
pareadas respectivamente. En ambos casos se empleó el Test de Dunn’s como postest. 
Las correlaciones se analizaron mediante la determinación del coeficiente de Spearman. 
Los análisis de asociación se realizaron mediante el empleo de la Prueba de Fisher. Los 
valores de p<0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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RESULTADOS - PARTE I – Formación de NETs en LLC. 
 
Puesta a  punto de la formación de NETs. 
 
De manera previa a analizar en forma comparativa la capacidad de los neutrófilos de 
pacientes LLC y dadores sanos para liberar NETS, se realizó la puesta a punto de las 
condiciones experimentales para la correcta visualización y cuantificación de dichas 
estructuras. A tal fin se estimularon con PMA (25ng/ml) durante 4 hs a 37°C, neutrófilos 
de dadores sanos (2 x 106 células/ml) adheridos a portaobjetos previamente tratados con 
poly-L-lisina. Luego del periodo de incubación las muestras fueron marcadas con 
anticuerpo anti-elastasa y con ioduro de propidio (IP) para visualizar la formación de NETs 
(Fig. 6A). En paralelo se realizó la estimulación de neutrófilos con PMA en tubos 
eppendorf para la evaluación cuantitativa de la formación de NETs. Una vez finalizada la 
incubación se obtuvieron los sobrenadantes y se evaluó la actividad de elastasa y la 
concentración de ADN en los mismos. Para confirmar que los niveles de elastasa y ADN 
detectados corresponden a la formación de NETs y no a la presencia de neutrófilos 
necróticos, se inhibió la actividad de la NADPH oxidasa, enzima imprescindible para 
gatillar la NETosis por PMA, incubando a los neutrófilos con 10 µM de DPI (Fig. 6B). 
Capacidad formadora de NETs de neutrófilos aislados de pacientes LLC. 
 
Para la realización de los siguientes ensayos se seleccionaron muestras provenientes de 
23 pacientes LLC con diferentes estadios de progresión de la patología y pertenecientes a 
distintos grupos de riesgo. Sus características clínicas se ilustran en la tabla 2. 
 
 













Figura 6. Puesta a punto de la visualización y cuantificación de NETs. A- Neutrófilos (2×10
6
 
cells/ml) de dadores sanos fueron incubados con PMA (25ng/ml) o medio solo (sin estimulo) 
durante 4 hs. Los preparados se marcaron con anticuerpos anti-elastasa (verde) y con ioduro de 
propidio (rojo), y se analizaron por microscopía confocal. Se muestran imágenes representativas (n 
= 5). La barra indica 25 μm. B- Actividad de elastasa y concentración de ADN determinadas en 
sobrenadantes de neutrófilos estimulados o no con PMA. Se agregó DPI (10 μM)  30 min antes de 
la estimulación con PMA para inhibir la activación de la NADPH oxidasa. Los resultados muestran 
la media ± SEM de 5 experimentos. La significancia estadística fue determinada mediante el test 
de Friedman seguido por el postest de múltiples comparaciones de Dunn’s (p<0.05). 
 
Una vez establecidas las condiciones experimentales y seleccionadas las muestras a 
emplear se procedió con la evaluación de la formación de NETs de manera comparativa 
entre neutrófilos de dadores sanos y de pacientes LLC, estimulando las células (2 x 106 
células/ml) de ambos grupos de la misma manera que se describió anteriormente (Fig. 7). 
Las muestras de los dadores sanos (DS) fueron obtenidas de individuos de edad y sexo 
comparables a los pacientes LLC. 






























Figura 7. Evaluación comparativa de formación de NETs en respuesta a la estimulación con 
PMA.  La actividad de elastasa y la concentración de ADN fueron determinadas en los 
sobrenadantes de neutrófilos (DS o LLC) sin estimular (puntos negros) o estimulados con PMA 
(puntos blancos). Se muestran los valores individuales para cada muestra y la media 
correspondiente a cada grupo. La significancia estadística (p<0.05) fue obtenida mediante el test 
de Kruskal–Wallis seguido por el postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. * indica p<0.05 
entre neutrófilos sin estimular y estimulados con PMA. 
 
 
                        Pacientes LLC (n=23) 
Edad media (rango)                               70 (50-87) 
Genero (Masculino/Femenino)                                  17/6 
Linfocitos , x10
3




/µL (rango)                                                    31,6 (7,7-98,7) 
Plaquetas, 10
3
/µL (rango)                         179,2 (68-397) 





                                  15 
                                   5 
                                   3 
CD38 > 30%                              12 (52%) 
CD49d > 30%                               5  (22%) 
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Los resultados obtenidos mostraron que los neutrófilos de pacientes LLC producen 
mayores niveles de NETs que los neutrófilos de DS al ser estimulados con PMA. Estos 
resultados, en cierto modo, refutan nuestra hipótesis de trabajo ya que esperábamos que 
los neutrófilos de los pacientes LLC presentaran fallas en su capacidad productora de 
NETs, que explicaran la mayor propensión a las infecciones por bacterias capsuladas. 
Por lo tanto y dado que el PMA es el inductor más potente de la NETosis que se conoce, 
se evaluaron otros estímulos de menor intensidad para determinar si se reproduce lo 
observado para PMA. A tal fin se estimularon los neutrófilos con Ionomicina (1μM) o con 
TNF-α (10 ng/ml) + LPS (100 ng/ml) evaluándose los niveles de elastasa y ADN en los 











Figura 8. Formación de NETs en respuesta a ionomicina y TNF-α/LPS. La actividad elastasa y 
la concentración de ADN fueron determinadas en los sobrenadantes de neutrófilos (DS o LLC) sin 
estimular (puntos negros) o estimulados con ionomicina (triángulos blancos) o con TNF-α + LPS 
(cuadrados blancos). Se muestran los valores individuales para cada muestra y la media 
correspondiente a cada grupo. La significancia estadística fue obtenida mediante el test de 
Kruskal–Wallis seguido por el postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. * indica p < 0.05 
neutrófilos sin estimulo versus estimulados dentro de cada grupo. 
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Al igual que lo ocurrido para el caso de los neutrófilos estimulados con PMA, cuando la 
estimulación se llevó a cabo con inductores alternativos de NETosis, los sobrenadantes 
pertenecientes a los neutrófilos de pacientes estimulados exhibieron niveles mayores de 
actividad elastasa y de concentración de ADN respecto a los dadores sanos. 
Para confirmar estas observaciones se evaluó por microscopía confocal la translocación 
de la elastasa al núcleo, lo cual constituye un evento clave y temprano de la NETosis. A 
tal fin, se sembraron neutrófilos de DS y de pacientes LLC sobre cubreobjetos 
previamente tratados con poly-L-lisina y se estimularon con PMA (25ng/ml) durante 2 hs a 
37°C. En este caso la estimulación se realiza por 2 hs para permitir la observación de los 
cambios morfológicos de los neutrófilos antes de que se complete la liberación de las 
NETs. Concluida la incubación, las células fueron marcadas con anticuerpos anti-elastasa 
y con IP (Fig. 9A). Se analizaron diferentes campos y se cuantificaron como neutrófilos  
NETóticos los que exhibieron colocalización de ambas señales fluorescentes (Fig. 9B). 
 
Figura 9. Identificación y recuento de neutrófilos NETóticos. (A) Imágenes representativas de 
neutrófilos de DS y de pacientes LLC estimulados durante 2hs con PMA. Se identificaron como 
neutrófilos NETóticos los que exhiben colocalización de elastasa (verde) y ADN (rojo) (punta de 
flecha). La barra de escala indica 25 μm. (B) Porcentajes de neutrófilos NETóticos obtenidos de la 
cuantificación de varios campos de preparados de DS y LLC (media ± SEM de 5 experimentos de 
cada grupo). La significancia estadística se obtuvo realizando el test de  Mann–Whitney (p<0.05). 
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Al analizar la translocación de la elastasa al núcleo mediante microscopía confocal se 
observó que a las 2 hs de estimulación con PMA el porcentaje de neutrófilos NETóticos 
fue mayor en los preparados correspondientes a los pacientes LLC. No solo resultó mayor 
el número de células con estas características, sino también, se observó que éstas 
exhibían un mayor grado de avance del proceso NETótico, como lo muestra el mayor 
tamaño de las mismas. 
Análisis de factores intrínsecos que pudieran explicar la mayor capacidad 
formadora de NETs de los neutrófilos LLC. 
 
Teniendo en cuenta el papel relevante que tiene la producción de IROs para la generación 
de NETs en respuesta a la mayoría de los estímulos estudiados, se evaluó si la 
incrementada capacidad de formar NETs de los neutrófilos provenientes de pacientes LLC 
está relacionada con una mayor producción de estas moléculas. Para lograr este objetivo 
los neutrófilos de DS y de pacientes LLC fueron incubados con el colorante DHR y luego 
estimulados con PMA durante 20 minutos. Cumplido el periodo de incubación las células 
fueron colocadas en hielo y analizadas por citometría de flujo de manera inmediata. 
Teniendo en cuenta que la DHR es un colorante que aumenta su intensidad de 
fluorescencia cuando se oxida, con la finalidad de evaluar el contenido de IROs se 
estableció la diferencia entre la intensidad de fluorescencia media (IFM) de los neutrófilos 
sin estimular y la IFM de los neutrófilos estimulados con PMA (Fig. 10A). Los resultados 
mostraron que no existen diferencias significativas en los niveles de producción de IROS 
entre los neutrófilos de DS y de pacientes LLC (Fig. 10B), por lo que la mayor capacidad 
de estos últimos para formar NETs debe ser atribuida a otros factores. 
 
 










Figura 10. Niveles de producción de intermediarios reactivos del oxigeno en DS y pacientes 
LLC. (A) Histograma  representativo de neutrófilos de paciente LLC marcados con DHR, sin 
estimular (negro) y estimulados con PMA (blanco). Se indica el ΔIFM DHR calculada entre ambas 
condiciones. (B) Cuantificación de los ΔIFM calculados para ambos grupos. Se ilustra la media ± 
SEM de 5 experimentos de cada grupo. La significancia estadística se evaluó realizando el test de 
Mann–Whitney. ns: diferencias no significativas.  
 
Como se señalara en la Introducción, la translocación de la elastasa desde los gránulos al 
núcleo y la subsiguiente liberación de la MPO constituyen eventos esenciales para que 
tenga lugar la descondensación de la cromatina necesaria para la formación de NETs. 
Teniendo en cuenta estos antecedentes, se evaluó la actividad de elastasa (Fig.11A) y de 
MPO (Fig. 11B) en lisados celulares partiendo del mismo número de neutrófilos de 
pacientes LLC y de dadores sanos para determinar si la mayor capacidad de los primeros 
para producir NETs se debía a diferencias en la actividad de estas enzimas. No se 
encontraron diferencias significativas entre los neutrófilos de ambos grupos que puedan 
























Figura 11- Contenidos de elastasa y MPO en lisados de neutrófilos. Neutrófilos (5×10
5
) de DS 
y de pacientes LLC fueron lisados con PBS 1% Triton X-100, centrifugados, y los sobrenadantes 
colectados para la inmediata determinación de la actividad enzimática de elastasa (A) y de MPO 
(B). Se ilustran las medias ± SEM (n=6-10), ns: no significativo según  test de  Mann–Whitney. 
 
Evaluación de factores plasmáticos como agentes potenciadores de la respuesta 
NETótica. 
 
La NETosis puede ser gatillada por un amplio espectro de agentes, entre los que se 
destacan algunas citoquinas proinflamatorias. Entre estas citoquinas resaltan la IL-8 y el 
TNF-α por su capacidad de precondicionar a los neutrófilos tornándolos más susceptibles 
a la liberación de NETs (145, 146). Este fenómeno cobra relevancia en ciertas 
condiciones patológicas, como por ejemplo, en aquellos pacientes con síndrome de 
respuesta inflamatoria sistémica, en los cuales las altas concentraciones plasmáticas de 
estas citoquinas inducen el estallido respiratorio en los neutrófilos y estimulan la 
generación de NETs(147).  
Existe evidencia que los niveles plasmáticos de IL-8 y TNF-α, entre otras citoquinas, se 
encuentran incrementados en los pacientes con LLC (148), por lo cual decidimos evaluar 
si los plasmas de nuestra cohorte de pacientes eran capaces de sensibilizar a los 
neutrófilos de DS para liberar NETs en respuesta al PMA. Para cumplir dicho objetivo se 
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preincubaron neutrófilos de DS con plasma LLC (dilución 1:2) durante 40 minutos, luego 
las células fueron lavadas, estimuladas con PMA (25 ng/ml) y cultivadas durante 3,5 hs 
para permitir la liberación de las NETs. Además, como control se realizaron 
preincubaciones con plasmas obtenido de DS (Fig. 12). Cabe destacar que no se 
observaron diferencias entre muestras obtenidas con diferentes anticoagulantes (ya sea 


















Figura 12. Efecto de la preincubación con plasma LLC sobre la formación de NETs. 
Neutrófilos de DS fueron  preincubados  con plasma LLC o con  plasma DS (1:2) durante 40 min  
luego de los cuales las células se lavaron y resuspendieron en medio completo donde se las 
estimuló con PMA (25 ng/ml) para inducir la formación de NETs. Se muestran  la actividad elastasa 
(A) y la concentración de ADN (B) en las distintas condiciones. Las barras indican la media  ± SEM 
(n = 10). La significancia estadística fue determinada usando el test de Friedman seguido por el 
postest de múltiples comparaciones de  Dunn’s. 
 
Se observó que la preincubación con el plasma LLC incrementa la liberación de NETs en 
respuesta  a PMA, no así el plasma de dadores sanos (Fig. 13A). Asimismo se encontró 
que el plasma LLC no induce la NETosis en ausencia de PMA, aunque se observaron 
niveles algo mayores de actividad elastasa y ADN en los sobrenadantes de neutrófilos 
preincubados con plasma LLC en relación al control. Con la finalidad de corroborar estos 
resultados se realizó el recuento de neutrófilos NETóticos a las 2hs de estimulación con 
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PMA en presencia o ausencia de plasma LLC, como así también cultivados en presencia 












Figura 13. Recuento de neutrófilos NETóticos estimulados en presencia de plasma LLC. (A) 
Neutrófilos de DS fueron estimulados con PMA en presencia o no de plasma LLC. Luego de 2hs de 
cultivo las células se marcaron con anti-elastasa (verde) e IP (rojo). Se cuantificaron como 
NETóticos aquellos neutrófilos que perdieron la estructura nuclear lobular y exhibieron 
colocalización de ambas señales fluorescentes (puntas de flecha). (B) Cuantificación de neutrófilos 
NETóticos en las 4 condiciones analizadas. Las barras indican la media ± SEM (n=5). La 
significancia estadística fue determinada usando el test de Friedman seguido por el postest de 
múltiples comparaciones de Dunn’s. * representa significativamente mayor que el respectivo control 
(p<0.05). 
 
Al igual que para el caso de las determinaciones realizadas en los sobrenadantes de los 
neutrófilos estimulados, el recuento de los neutrófilos NETóticos fue mayor cuando las 
células fueron tratadas con PMA en presencia de plasma LLC. Estos resultados sugieren 
que un factor soluble presente en el plasma de los pacientes es responsable, al menos en 
parte, de la mayor capacidad de producir NETs de los neutrófilos LLC. 
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Papel de la IL-8 plasmática en el precondicionamiento de los neutrófilos para 
producir NETs. 
 
Entre los potenciales candidatos presentes en el plasma LLC capaces de favorecer la 
producción de NETs, decidimos evaluar a la IL-8 dado que su participación en la 
generación de NETs ha sido reportada por varios grupos de investigación (145, 147) . Por 
otro lado y tal como se mencionara los niveles plasmáticos de IL-8 están aumentados en 
la mayoría de los pacientes LLC. En primer lugar, corroboramos que nuestra cohorte de 
pacientes presentaba niveles de IL-8 muy incrementados en relación a los dadores sanos 
de edad comparable (Fig. 14A). A continuación, y con la finalidad de determinar si la IL-8 
plasmática es responsable, al menos en parte, de condicionar a los neutrófilos de los 
pacientes LLC para generar una mayor respuesta NETótica, se redujeron los niveles de la 
citoquina incubando los plasmas LLC durante 1h en placas recubiertas con anticuerpo 
anti-IL-8 (Fig.14B). Posteriormente se comparó la capacidad del plasma LLC completo 
con el correspondiente plasma depletado de IL-8 para sensibilizar a neutrófilos de DS a la 
NETosis inducida por PMA. 
Los resultados indicaron que al disminuir considerablemente la concentración de IL-8 en 
el plasma LLC se redujo en forma significativa la capacidad del plasma para favorecer la 



























Figura 14. Papel de la IL-8 plasmática sobre la generación de NETs. (A) Niveles de IL-8 en el 
plasma de dadores sanos (DS) y de pacientes LLC. Se ilustran los valores individuales y la media 
de cada grupo. (B) Concentración de IL-8 plasmática antes y después de ser depletada por 
interacción con anti-IL-8 inmobilizado. La significancia estadística se obtuvo mediante el test de 
Mann-Whitney. (C) Efecto del plasma completo o depletado de IL-8 sobre la formación de NETs. 
Se pre-incubaron neutrófilos de DS con plasma LLC depletado o no de IL-8 y luego se estimularon 
con PMA (25 ng/ml). Transcurridas las 4hs se cuantificó la actividad elastasa y la concentración de 
ADN en los sobrenadantes. Las barras indican la media ± SEM (n=10). La significancia estadística 




Estos hallazgos nos alentaron a determinar si existe correlación entre los valores 
plasmáticos de IL-8 de los pacientes LLC de nuestra cohorte y los niveles de NETs 
obtenidos in vitro con los neutrófilos aislados de cada uno de ellos. Como se muestra en 
la Figura 15, tanto la actividad elastasa como la concentración de ADN cuantificadas en 
                                                                           Resultados parte I – Formación de NETs en LLC. 
 
59 
los sobrenadantes de neutrófilos NETóticos de pacientes LLC correlacionaron de manera 









Figura 15. Correlación entre los niveles de IL-8 en plasma y de NETs producidas in vitro. 
Correlación entre los niveles de IL-8 en plasma de pacientes LLC y la capacidad de formar NETs 
en respuesta a la estimulación con PMA. Se muestran los coeficientes de correlación de 
Spearman. 
 
Teniendo en cuenta trabajos publicados que muestran que la IL-8 recombinante induce la 
formación de NETs [17, 28] pero, sin embargo, los plasmas de pacientes LLC no fueron 
capaces de gatillar la NETosis en forma directa, decidimos evaluar en nuestras 
condiciones experimentales el efecto de IL-8 recombinante sobre la liberación de NETs. 
Para ello utilizamos dos concentraciones de IL-8: 10 ng/ml que se encuentra en el rango 
de las usadas en los trabajos citados y 0.15 ng/ml, que fue la concentración promedio de 
IL-8 detectada en los plasmas de los pacientes LLC. Los resultados obtenidos mostraron 
que sólo la primera concentración fue capaz de inducir la formación de NETs (Fig. 16A).  
Con la finalidad de comprobar si la IL-8 a bajas concentraciones es capaz de incrementar 
la respuesta a PMA, suplementamos plasmas de DS con una concentración de 0.15 ng/ml 
de IL-8 (Fig. 16B) y observamos que estos adquieren la capacidad de potenciar la 
generación de NETs en respuesta a PMA de la misma manera que ocurre con los 
plasmas LLC.  






Figura 16. IL-8 como agente inductor de NETosis. (A) Neutrófilos (2x10
6
 células/ml) fueron 
estimulados con IL-8 (10ng/ml o 0,15ng/ml) durante 4 hs. Luego se cuantificaron en los 
sobrenadantes la actividad de elastasa y la concentración de ADN. Se grafican la media ± SEM de 
6 experimentos (B) Neutrófilos (2x10
6
 células/ml) fueron pre-incubados con plasma de DS 
suplementado o no con IL-8 (0.15ng/ml). Se muestran las medias ± SEM para cada grupo (n=10). 
La significancia estadística se obtuvo mediante el test de Friedman y el postest de múltiples 
comparaciones de Dunn’s. *= p<0.05, ***= p<0.01. 
 
En conjunto todos estos resultados sugieren que los niveles plasmáticos incrementados 
de IL-8 en los pacientes LLC juegan un papel crucial en el precondicionamiento de los 
neutrófilos para liberar NETs. 
Relación entre la producción de NETs y la progresión de la LLC. 
 
Previamente se ha reportado que los niveles plasmáticos elevados de IL-8 en pacientes 
LLC correlacionan con mal pronóstico (149). Como mencionamos, nuestros resultados 
indican la existencia de una correlación positiva entre la capacidad formadora de NETs y 
la concentración de IL-8 plasmática. Teniendo en cuenta ambas observaciones decidimos 
                                                                           Resultados parte I – Formación de NETs en LLC. 
 
61 
determinar si existía asociación entre los niveles de NETs y el estadío Binet de progresión 
de la leucemia. A tal fin, considerando los valores de actividad de elastasa y de ADN 
cuantificados se calculó la media aritmética y los datos fueron separados en función de la 
misma en dos grupos: ADN/Elastasa bajos y altos. Una vez segregados los datos 
relacionados a la formación de NETs se discriminó a los pacientes según pertenecieran al 
estadio A de Binet o a los estadíos B o C. El estadío A comprende pacientes en las 
primeras fases de la enfermedad, mientras que los estadíos B y C agrupa a los pacientes 








Figura 17. Capacidad de neutrófilos de pacientes en distintos estadios de progresión para 
formar NETs. Los valores obtenidos de la cuantificación de NETs se segregaron de acuerdo a la 
media aritmética en bajos y altos tanto para elastasa como para ADN, por otro lado los pacientes 
se dividieron en dos grupos según el estadío de Binet en que estuvieran (estadío A y estadío B/C). 
Se confeccionó una tabla de contingencia y se analizó la existencia de asociaciones entre las 4 
variables categóricas. La significancia estadística se evaluó mediante el test de Fisher. ns= no 
significativo.   
 
Los resultados de la Figura 17 indican que no se alcanzó una asociación estadísticamente 
significativa entre mayor capacidad de los neutrófilos de formar NETs y estadío de la 
enfermedad más avanzado, si bien existe una tendencia en este sentido. Sin embargo, 
puede observarse que los grupos de elastasa y ADN altos incluyen a la gran mayoría de 
los pacientes en estadíos Binet B o C.  
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Como abordaje adicional decimos evaluar la concentración de ADN circulante en plasmas 
de pacientes LLC y compararla con la de plasmas de DS de edad similar (Fig. 18A), como 
así también si existe alguna diferencia en dicha concentración entre pacientes de bajo y 
de alto riesgo (Fig. 18B). La segregación entre ambos grupos se determinó siguiendo el 
criterio de expresión de CD38 y/o CD49d, siendo los pacientes incluidos en el grupo de 











Figura 18. Niveles de ADN circulante en plasmas de pacientes LLC. Se cuantifico la 
concentración de ADN circulante en muestras de plasma DS y LLC (A), como así también se 
estableció la diferencia de dichos niveles entre pacientes de bajo y de alto riesgo (B). Se ilustra 
media + SEM para cada grupo (n: 23). La significancia estadística se obtuvo mediante el test de 
Mann-Whitney (p=0.05). 
 
Se observó que el nivel de ADN circulante en los plasmas de pacientes LLC fue mayor 
respecto al detectado en plasmas de DS. A su vez al segregar los datos entre pacientes 
de bajo y de alto riesgo, se encontró que los últimos poseen una mayor cantidad de ADN 
circulante. Sin embargo, no podemos asegurar que la fuente principal de este ADN sean 
las NETs ya que podría provenir de la muerte de células malignas en la circulación. Será 
necesario cuantificar la expresión de histonas citruniladas en las muestras de plasma para 
corroborar que se trata de NETs. Muy recientemente se reportó el desarrollo de un 
ensayo de ELISA para la evaluación de histona H3 citrunilada(150) en plasma que 
esperamos poder utilizar para nuestras muestras. 
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Efecto de las NETs sobre la célula leucémica. 
 
Inicialmente las NETs fueron descriptas como un nuevo mecanismo microbicida de los 
neutrófilos. Sin embargo, con el paso del tiempo, estas estructuras se vieron implicadas 
en la patogénesis de un amplio espectro de enfermedades, siendo capaces de afectar la 
viabilidad y/o la activación de distintos tipos celulares (83, 151). Debido a este último 
aspecto y a nuestros resultados que sugieren que los neutrófilos de pacientes LLC 
exhiben una capacidad incrementada de formar NETs, decidimos evaluar si las mismas 
ejercen algún efecto sobre las células leucémicas. Para cumplimentar dicho objetivo 
indujimos la generación de NETs mediante la estimulación de los neutrófilos con 
ionomicina (1μM). En este caso no utilizamos PMA ya que en experimentos previos 
encontramos que no puede ser removido por completo de las preparaciones de NETs, por 
lo cual podría afectar a las células LLC llevando a conclusiones erróneas. La ausencia de 
ionomicina en las preparaciones de NETs se corroboró mediante ensayos de movilización 






Figura 19. Evaluación de la movilización de calcio inducida por NETs generadas con 
ionomicina.  Neutrófilos (2 x 10
6
/ml) fueron incubados con ionomicina (1μM) por 1 h, lavados y 
reincubados durante 3 horas para permitir la liberación de NETs. Para evaluar la movilización de 
calcio intracelular por citometría de flujo se usaron neutrófilos de DS que se marcaron con el 
colorante Fluo-3AM durante 15 minutos. Luego de lavar se analizó la movilización de calcio 
gatillada por dos concentraciones de ionomicina y por la preparación de NETs diluida al tercio, tal 
como se utiliza en los cultivos con células LLC. Se muestran dot plots representativos  Las células 
fueron adquiridas durante 15 segundos, momento en el cual se agrego el estimulo y se analizo la 
movilización de calcio hasta llegar a los 60s. Las fluctuaciones en la concentración de calcio 
citoplasmático libre son  identificadas con las fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia del 
Fluo-3AM a lo largo del tiempo. 
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Una vez generadas las NETs se incorporaron a muestras de células mononucleares 
totales (CMT) (>95% de células LLC) provenientes de pacientes LLC en una relación 
volumen a volumen de 1:3 (NETs: medio). Las células leucémicas en presencia o no de 
las NETs fueron cultivadas durante 72 hs, tomándose muestras del cultivo a las 24, 48 y 
72hs y realizando marcaciones de superficie con anticuerpos contra CD19 como indicador 
poblacional y anticuerpos contra CD69, CD86 y CD80 como indicadores de activación 
celular. A modo de control las células LLC también fueron incubadas con el sobrenadante 
de neutrófilos fijados con PFA y posteriormente estimulados con ionomicina siguiendo el 
mismo protocolo que aquellos neutrófilos productores de NETs. En la Figura 20 se 
muestran los resultados obtenidos. El panel A muestra los gráficos de dot plot de un 
experimento representativo donde puede verse que el agregado de NETs pero no del 
sobrenadante de neutrófilos fijados, incapaces de liberar NETs, induce el aumento en el 
número de células LLC (CD19+) que expresan marcadores de activación. En el panel B se 
grafican las IMF de cada uno de los marcadores expresados en las células leucémicas 































Figura 20. Expresión de marcadores de activación en respuesta a las NETs. CMTs LLC (>95% 
células LLC) se incubaron durante 72hs con NETs, sobrenadante de neutrófilos fijados y 
estimulados o medio de cultivo. A las 24, 48 y 72hs se evaluaron los marcadores de activación 
CD69, CD86 y CD80 respectivamente. (A) Dot plots representativos de las tres marcaciones en 
cada una de las condiciones experimentales. (B) Intensidad media de fluorescencia (IFM) para 
cada marcador, las barras representan las medias + SEM, n= 10. La significancia estadística se 
obtuvo mediante el test de Friedman seguido del postest de múltiples comparaciones de Dunn’s.  
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En función de los resultados observados decidimos evaluar si además de inducir la 
activación de las células leucémicas las NETs son capaces de modular la apoptosis de las 
mismas. A tal fin se realizaron co-cultivos de CMTs LLC  (>95% de células leucémicas) en 
presencia o ausencia de NETs (1:3) durante 48hs. Luego de la incubación las células 
fueron marcadas con AnexinaV-FITC y con IP para evaluar los niveles de apoptosis por 







Figura 21. Inhibición de la apoptosis de las células LLC en presencia de NETs. CMTs LLC 
fueron cultivados en presencia o no de NETs durante 48hs. Luego de cumplido el periodo de 
incubación, las células se marcaron con AnexinaV y con IP. (A) Dot plot representativo de la 
marcación AnexinaV vs IP. (B) Cuantificación del porcentaje de células muertas (AnexinaV 
positivas) en ambas condiciones. Se ilustra la media ± SEM de cada grupo (n=15). La significancia 
estadística se obtuvo mediante el test de Mann-Whitney. 
Los resultados de estos experimentos mostraron que las NETs no solo activan a las 
células leucémicas sino también son capaces de retrasar su muerte.  
Con la finalidad de establecer si estos efectos mediados por las NETs son específicos 
para las células B leucémicas, se purificaron linfocitos B de sangre periférica obtenida de 
DS y se cultivaron con o sin NETs. A las 24, 48 y 72 horas se analizó la expresión de los 
marcadores de activación previamente descriptos, y se evaluó el nivel de apoptosis a las 
48 hs. Como se ilustra en la figura 22, las NETs no indujeron la activación de los linfocitos 
B de DS (Fig.22A) ni modificaron la apoptosis espontánea (Fig. 22B), sugiriendo que los 
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Figura 22.  Efectos de las NETs sobre linfocitos B de dadores sanos. Se purificaron linfocitos B 
a partir de muestras de CMTs de dadores sanos y se cultivaron a una concentración de 1 x10
6
/ml 
en presencia o no de NETs durante 72 hs. (A) Expresión de CD69, CD86 y CD80 (IMF) en células 
B evaluada a las 24, 48 y 72hs respectivamente. Se ilustra la media ± SEM para cada condición 
(n=5). La significancia estadística se analizó mediante el test de Friedman. (B) Porcentaje de 
células AnexinaV positivas luego de 48 hs de cultivo en presencia y ausencia de NETs. Se ilustra 
la media ± SEM para cada condición (n=5). La significancia estadística se evaluó mediante el test 
de Mann-Whitney. 
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RESULTADOS - PARTE II – Neutrófilos asociados a 
tumor en LLC. 
 
 
Efecto de las células LLC sobre la viabilidad de los neutrófilos. 
 
Como se señaló en la introducción, los neutrófilos constituyen una parte significativa del 
infiltrado inflamatorio en muchos tipos de cáncer, y en la mayor parte de los casos 
cumplen un rol netamente protumoral diferenciándose en neutrófilos N2. Considerando 
que se trata de células de vida media muy corta, para que los neutrófilos puedan adquirir 
un nuevo fenotipo es crucial que su sobrevida se vea incrementada. Teniendo esto en 
cuenta decidimos evaluar si las células LLC son capaces de prolongar la sobrevida de los 
neutrófilos. Para ello neutrófilos de DS fueron co-cultivados con células LLC durante 3 
días. Se analizó, mediante citometría de flujo, la apoptosis de los neutrófilos a las 24, 48 y 
72 horas marcándolos con AnexinaV-FITC (Fig. 23A-B). Los resultados obtenidos 
demuestran que las células LLC son capaces de prolongar significativamente la sobrevida 
de los neutrófilos in vitro. Con el objetivo de determinar si este efecto se relaciona con 
señales de contacto célula-célula o con factores solubles liberados por las células 
leucémicas se realizaron los co-cultivos en cámaras de transwell (Fig. 23C) y luego de 48 
horas se analizó la apoptosis de los neutrófilos mediante citometría de flujo. El efecto 
inhibitorio de la apoptosis de los neutrófilos se observó tanto en los co-cultivos llevados a 
cabo en cámaras de transwell como cuando hubo contacto directo entre ambas 









Figura 23. Evaluación de la apoptosis de neutrófilos co-cultivados con células LLC.  
A. Neutrófilos (2x10
6
/ml) de DS fueron co-cultivados con células LLC (2x10
6
/ml) durante 72hs. A 
las 24, 48 y 72 hs se analizó la apoptosis de los neutrófilos por citometría de flujo mediante la 
marcación de Anexina V FITC. La población de neutrófilos se discriminó de la células leucémicas 
en los co-cultivos por su mayor complejidad granular (parámetro SSC). Se ilustran dot plots 
representativos de SSC vs AnexinaV (de arriba abajo: 24, 48 y 72 hs), señalándose el porcentaje 
de neutrófilos viables (Anexina V negativos). B. Se grafican las medias ± SEM (n= 7) del porcentaje 
de neutrófilos apoptóticos en las distintas condiciones a lo largo del co-cultivo con las células 
leucémicas. C. Los co-cultivos fueron llevados a cabo en cámaras transwell durante 48hs, luego de 
las cuales se analizó por citometría de flujo la apoptosis de los neutrófilos. Se ilustra la media ± 
SEM de 5 experimentos. La significancia estadística se obtuvo mediante el test de Friedman 
seguido por el test de múltiples comparaciones de Dunn’s. 
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Modulación de la expresión de Bfl-1 por el medio condicionado LLC. 
 
Recientemente Gätjen y colaboradores (152) reportaron que en el modelo murino de LLC       
Eμ-TCL1, los neutrófilos esplénicos en contacto con células leucémicas exhiben una 
mayor sobrevida y expresan mayores niveles de proteínas antiapoptóticas. Un trabajo 
anterior, al analizar la expresión de proteínas relacionadas con el proceso apoptótico 
entre células mieloides supresoras granulociticas y TANs, observó que el único gen cuya 
expresión aumenta de manera diferencial entre ambos grupos corresponde a la proteína 
antiapoptotica Bfl-1. En base a estos reportes se decidió determinar si la inhibición de la 
apoptosis de los neutrófilos de DS mediada por las células LLC se asocia con un 
incremento en la expresión de Bfl-1. Para ello se incubaron neutrófilos de DS durante 24 
horas con medio condicionado de células LLC, obtenido a partir del cultivo de células 
leucémicas (1x106 células/ml) durante 48hs. La expresión de Bfl-1 se evaluó por western 
blot. En la Figura 24 se muestran los resultados representativos obtenidos a partir de una 
muestra de neutrófilos de DS y 3 muestras de medio condicionado de células LLC 
provenientes de pacientes distintos. Resultados similares se observaron empleando 






Figura 24. Expresión de Bfl1 en neutrófilos cultivados con medio condicionado por células 
LLC. Se cultivaron neutrófilos (5x10
6
) durante 24hs en el medio condicionado (MC) de células LLC. 
La expresión de Bfl1 se evaluó por western blot. La actina se empleo como control de carga. Se 
muestra un ejemplo representativo y la relación Bfl1/actina (media ± SEM). La significancia 
estadística se obtuvo mediante el test de Mann-Whitney. 
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Los resultados mostraron que el medio condicionado por las células LLC aumenta la 
expresión de Bfl-1 en neutrófilos DS. 
Análisis de la participación de IL-10 y TGF-β en la actividad antiapoptótica de las 
células LLC sobre los neutrófilos. 
 
Varios grupos han descripto previamente la relevancia del TGF-β y la IL-10 producidas 
por las células tumorales en la reprogramación de los neutrófilos a TANs(106, 152). Con 
la finalidad de determinar si estas citoquinas son responsables de prolongar la sobrevida 
de los neutrófilos de DS generada por las células LLC, evaluamos en primera instancia su 
presencia en los sobrenadantes de los co-cultivos a las 24hs como así también en 
sobrenadantes de neutrófilos solos y células LLC solas luego del mismo periodo de cultivo    
(Fig. 25A). Observamos la presencia de TGF-β e IL-10 en el sobrenadante del co-cultivo y 
en el de las células LLC solas. En los sobrenadantes de neutrófilos cultivados solos no se 
encontró IL-10 pero sí concentraciones muy bajas de  TGF-β. De estos resultados puede 
inferirse que estas citoquinas son producidas mayoritariamente o exclusivamente por las 

































Figura 25. IL-10 y TGF-β presentes en el medio condicionado de células LLC no son 
responsables del efecto antiapoptótico sobre neutrófilos. A. Niveles de IL-10 y TGF-β en los 
sobrenadantes de neutrófilos, células LLC o el co-cultivo de 24hs medidos por ELISA. Media ± 
SEM, n= 6. B. Niveles de cada citoquinas antes y después del paso de depleción. La significancia 
estadística se obtuvo mediante el test de Mann-Whitney. C. Apoptosis de neutrófilos incubados con 
el medio condicionado (MC) completo y depletado de IL-10 y TGF-β. La significancia estadística se 
obtuvo realizando el test de Friedman seguido del postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. 




Luego de confirmar la presencia de TGF-β e IL-10 en los sobrenadantes del co-cultivo, 
procedimos a su depleción del mismo modo que lo descripto para IL-8 en el capítulo I de 
resultados (Fig. 25 B). Los sobrenadantes completos y los depletados de TGF-β e IL-10 
fueron empleados para cultivar neutrófilos durante 24 horas y analizar los niveles de 
apoptosis (Fig.25 C). Los resultados mostraron que la depleción de IL-10 y TGF-β no 
impide que el medio condicionado por las células LLC inhiba la apoptosis de los 
neutrófilos lo que sugiere que son otros los factores involucrados en dicho fenómeno. 
Si bien IL-10 y TGF-β demostraron no estar involucradas en el proceso de inhibición de la 
apoptosis de neutrófilos inducido por las células leucémicas, podrían participar en la 
reprogramación de los neutrófilos a TANs, tal como ha sido reportado en el modelo 
murino de LLC(152). Es por ello que, en primer lugar, se evaluaron los niveles de 
expresión de CD16 y CD62L en los neutrófilos de DS que permanecen viables luego de 
ser cultivados por 24 horas con o sin medio condicionado de células LLC. El análisis se 
hizo por citometría de flujo discriminando los neutrófilos muertos con Anexina V (Fig. 26 
A-B). 




Figura 26. Modulación de la expresión de CD16 y CD62L en neutrófilos inducida por el medio 
condicionado LLC. Neutrófilos de DS fueron incubados durante 24hs con medio condicionado 
LLC o medio control. La expresión de CD16 y CD62L en los neutrófilos viables (AnexinaV 
negativos) se analizó por citometría de flujo. A. Dot plots representativos de los marcadores CD16 
y CD62L vs. AnexinaV, el rectángulo con línea continua determina la región de neutrófilos viables, 
el rectángulo con línea punteada determina los neutrófilos viables con alta expresión (High) para 
cada marcador. B. Se muestra la media ± SEM del porcentaje de los neutrófilos viables High para 
CD16 y CD62L en cada condición. La significancia estadística se obtuvo mediante el test de Mann-
Whitney. 
Observamos que luego de 24 horas de cultivo de neutrófilos de DS con medio 
condicionado LLC, la mayoría de los neutrófilos viables resultaron CD16high, registrándose 
un incremento respecto del porcentaje correspondiente al control. Por el contrario, el 
porcentaje de neutrófilos viables CD62Lhigh disminuyó respecto a los neutrófilos incubados 
sin medio condicionado (Fig. 26A-B). Estos resultados sugieren que el medio 
condicionado de células B leucémicas promueve la diferenciación de los neutrófilos en un 
fenotipo TAN. 
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Una vez que comprobamos que el medio condicionado LLC fue capaz de modular la 
expresión de ambos marcadores, se evaluó si dependía de la presencia de IL-10 y TGF-β. 
Para ello, incubamos neutrófilos de DS durante 24 horas con los medios condicionados 
completos o depletados de una o de ambas citoquinas y se analizó la expresión de CD16 







Figura 27. Efecto del TGF-β e IL-10 sobre la expresión de CD16 y CD62L.  
Neutrófilos de DS fueron incubados durante 24 hs en presencia de medio condicionado (mc) 
completo, mc depletado de IL-10, mc depletado de TGF-β o mc depletado de IL-10 y TGFβ. Luego 
se analizo por citometría de flujo la expresión de CD16 (A) y CD62L (B) en los neutrófilos en las 
distintas condiciones. Se ilustra la media + SEM de la IFM de ambos marcadores en neutrófilos 
incubados con los distintos mc. La significancia estadística se obtuvo mediante el test de Friedman 
seguido por el postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. 
 
Los resultados demostraron que los medios condicionados depletados de estas citoquinas 
poseían una menor capacidad de modular la expresión de ambos marcadores. Como 
puede observarse, en ausencia de IL-10 y TGF-β el medio condicionado no aumenta la 
expresión de CD16 ni disminuye la de CD62L significativamente. El efecto es más 
evidente cuando se deplecionan ambas citoquinas. Estos resultados refuerzan el papel 
clave de IL-10 y TGF-β secretada por las células LLC en la reprogramación de los 
neutrófilos.  
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RESULTADOS - PARTE III –Propiedades protumorales 
del péptido antimicrobiano LL37 en LLC. 
 
El péptido LL37 inhibe la apoptosis espontánea de las células leucémicas. 
 
Como se describió en la introducción el péptido LL37 liberado a la circulación durante las 
infecciones y también presente en las NETs actúa como una señal protumoral en el 
microambiente de diferentes tipos de tumores sólidos(153-155). Teniendo en cuenta la 
alta incidencia de infecciones bacterianas en los pacientes LLC como así también 
nuestros propios resultados que dan cuenta de una NETosis exacerbada en esta 
patología, se investigó en primer lugar si el LL37, agregado en forma exógena, modifica la 
apoptosis de las células leucémicas. A tal fin se incubaron CMTs de pacientes LLC (>95% 
células LLC) con distintas concentraciones del péptido recombinante y se evaluó el nivel 
de apoptosis espontánea a las 48 horas mediante la marcación de AnexinaV-FITC y 






Figura 28. Efecto del LL37 sobre la apoptosis espontanea de las células LLC. CMTs LLC 
(>95% células LLC) fueron cultivados en presencia de distintas concentraciones del péptido LL37 
durante 48hs. Transcurrido dicho periodo se analizó la apoptosis espontánea por citometría de 
flujo. A- Dot plots representativos de las marcaciones AnexinaV/IP, mostrando los porcentajes de 
células muertas (AnexinaV+ y doble positivas) y viables. B- Se representa la media ± SEM del 
porcentaje de células apoptóticas de los controles y para cada concentración de LL37 (n=10). La 
significancia estadística se obtuvo mediante el test de Friedman seguido del postest de múltiples 
comparaciones de Dunn’s (p=0.05). 
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Los resultados mostraron que LL37 a concentraciones de 5 y 10 µM, compatibles de ser 
alcanzadas localmente en tejidos durante las infecciones (156), es capaz de inhibir la 
apoptosis espontánea de las células LLC (Fig. 28B).  
EL péptido LL37 inhibe la apoptosis de las células leucémicas inducida por 
fludarabina. 
 
El tratamiento estándar para los pacientes LLC combina el uso del análogo de adenosina, 
fludarabina, con el anticuerpo monoclonal anti-CD20, Rituximab y el agente alquilante 
ciclofosfamida. La fludarabina induce la apoptosis de las células leucémicas en forma 
directa, mientras que la ciclofosfamida debe ser metabolizada en el hígado para generar 
el metabolito citotóxico. Para determinar si el LL37 es capaz de inhibir no sólo la apoptosis 
espontánea si no también la inducida por drogas antineoplásicas, se incubaron las CMTs 
LLC con fludarabina  (12.5 μg/ml) en presencia o no de LL37 5μM (Fig. 29).  
 
Figura 29. Efecto del LL37 sobre la apoptosis inducida por fludarabina en células LLC. CMTs 
LLC (>95% células LLC) fueron expuestas a fludarabina (12,5µM) por 48 hs, en presencia o no de 
LL37 (5 µM). La apoptosis se analizó por citometría de flujo. A- Se muestran los dot plots de las 
marcaciones AnexinaV/IP de un experimento representativo. B- Se representa la media ± SEM del 
porcentaje de células apoptóticas en la condición control y tratadas con fludarabina en presencia o 
ausencia de LL37 (n=10). La significancia estadística se obtuvo mediante el test de Friedman 
seguido del postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. El * indica significativamente menor 
que la condición correspondiente sin LL37 para cada caso. 
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Al igual que lo observado para la apoptosis espontánea, el LL37 fue capaz de reducir 
significativamente la apoptosis de las células leucémicas inducida por fludarabina. 
El péptido LL37 incrementa la expresión de BCL-2 e inhibe la activación de 
caspasa-3. 
 
La proteína antiapoptótica BCL-2 se encuentra sobreexpresada en las células LLC y 
disminuye por tratamiento con fludarabina. Por otro lado, la activación de la caspasa-3 es 
un evento crítico en el programa apoptótico gatillado por fludarabina sobre las células B 
leucémicas. Por lo tanto decidimos evaluar por western blot el efecto de LL37 sobre la 













Figura 30. Expresión de BCL-2 y de caspasa-3 clivada en células leucémicas tratadas con 




fueron cultivadas durante 48hs con Fludarabina y LL37 (5µM). Los 
extractos proteicos fueron analizados por WB. Expresión de BCL-2 (A) y de caspasa-3 clivada (B), 
mostrando la media ± SEM, n=5. La expresión de cada proteína se expresa de manera relativa a la 
expresión de β-actina en unidades arbitrarias (UA). La significancia estadística se obtuvo mediante 
el test de Friedman seguido del postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. El * indica 
significativamente distinto en relación a la condición sin LL37. 




Del análisis de los resultados obtenidos por western blot se pudo determinar que la acción 
antiapoptótica del LL37 se relaciona con un incremento en la expresión de BCL-2 como 
así también con un descenso en los niveles de clivaje de caspasa-3. 
La actividad antiapoptótica de LL37 en células LLC no depende de FPRL-1 o P2X7R 
 
Previamente se ha reportado que la actividad antiapoptótica del LL37 sobre los neutrófilos 
ocurre a través de la interacción del péptido con dos tipos de receptores: el receptor 
FPRL-1 (de sus siglas en inglés Formyl-Peptide Receptor-Like 1) y el receptor de purinas 
P2X7 (131). P2X7 se expresa en las células LLC (157), pero aún no se conoce si FPRL-1 
también está presente. Para determinar si la inhibición de la interacción de LL37 con estos 
receptores reduce su actividad antiapoptótica en células LLC, las mismas se preincubaron 
con WRW4 (1µM), un antagonista del FPRL-1 y/o con KN-62 (1µM), un inhibidor de 
P2X7R durante 30 minutos para luego agregar LL37. A las 48 horas se determinaron los 
niveles de apoptosis espontánea (Fig. 31). Cabe resaltar que en resultados preliminares 
no mostrados se testearon concentraciones más altas de ambos inhibidores (10 y 5 µM), 


















Figura 31. Efecto del bloqueo de los receptores FPRL1 y/o P2X7 sobre la inhibición de la 
apoptosis mediada por el LL37. Células LLC fueron preincubadas con WRW4 y/o KN-62 ambos 
a una concentración de 1 μM y luego estimuladas con LL37 (5 μM) durante 48 hs. Concluido el 
periodo de incubación las células se marcaron con AnexinaV/IP y se determinó el porcentaje de 
células apoptóticas. Se ilustra la media ± SEM de cada grupo (n=3). La significancia estadística se 
obtuvo mediante el test de Friedman seguido por el postest de múltiples comparaciones de Dunn’s 
(p=0.05).  
Los resultados indicaron que los inhibidores de P2X7R y de FPRL1 no bloquearon el 
efecto antiapoptótico mediado por LL37 sobre las células leucémicas. 
Interacción del péptido LL37 con CXCR4.  
 
Como se señalara en la Introducción, LL37 exacerba la quimiotaxis de precursores 
hematopoyéticos humanos hacia CXCL12 actuando vía CXCR4. (136). Teniendo en 
cuenta estas observaciones y considerando la relevancia que posee el eje 
CXCL12/CXCR4 en la fisiología de las células LLC, decidimos evaluar si el LL37 era 
capaz de incrementar la quimiotaxis de células LLC hacia CXCL12. En paralelo, 
analizamos la expresión de membrana de CXCR4 ya que se sabe que la interacción de 
un receptor de quimiocina con su respectivo ligando conduce a la internalización del 
complejo. Para evaluar el efecto de LL37 sobre la quimiotaxis, células LLC fueron 
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sembradas en cámaras transwell y estimuladas con CXCL12  (25ng/ml) en presencia o 
ausencia de LL37 (5μM). Pasadas 2 horas, se cuantificó el número de células LLC que 
migraron a la cámara inferior del transwell. Para determinar si LL37 induce internalización 
de CXCR4, células LLC se incubaron con el péptido (5μM), analizándose la expresión de 
superficie de CXCR4 5, 10 y 25 minutos después del agregado del péptido. Los 










Figura 32. Interacción LL37-CXCR4 en las células leucémicas. A- Células LLC (2x10
6
 cel/ml) 
fueron sembradas en la cámara superior de placas transwell para evaluar su migración al 
compartimiento inferior en respuesta a CXCL12 (25ng/ml) en presencia o no de LL37 (5 μM). 
Luego de 120 minutos se cuantificó por citometría de flujo la cantidad de células que accedieron a 
la cámara inferior del transwell en cada condición. B- Células leucémicas (2x10
6
 cel/ml) fueron 
incubadas con LL37 (5 μM) a 37ºC evaluándose por citometría de flujo la expresión del CXCR4 en 
la superficie de las células LLC a los 0, 5, 10 y 25 min de incubación. La barra indica que el nivel 
de expresión de CXCR4 en todos los tiempos es significativamente menor que en el tiempo cero. 
La significancia estadística se obtuvo mediante el test de Friedman seguido por el postest de 
múltiples comparaciones de Dunn’s. Se grafica la media ± SEM de 5 experimentos. 
Al analizar los resultados obtenidos se observó que, al igual que lo descripto para los 
precursores hematopoyéticos, el LL37 es capaz de incrementar la quimiotaxis de las 
células leucémicas en respuesta a CXCL12. Además se encontró que, en respuesta al 
LL37, la expresión en superficie del CXCR4 disminuye progresivamente indicando que el 
receptor es internalizado por las células LLC.  
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Teniendo en cuenta estos resultados decidimos evaluar si el bloqueo del CXCR4 con un 
anticuerpo monoclonal específico impide que el LL37 ejerza su acción antiapoptótica. A tal 
fin preincubamos células LLC (2x106 células/ml) con el anticuerpo α-CXCR4 (10μg/ml) 
durante 30 minutos y luego agregamos LL37 (5μM). Luego de 24 horas de cultivo se 








Figura 33. Efecto del bloqueo de CXCR4 sobre la acción antiapoptótica del LL37. Células LLC 
(2 x 10
6
/ml) fueron preincubadas con un anticuerpo α-CXCR4 durante media hora y luego fueron 
cultivadas en presencia del LL37 durante 24 horas. El nivel de apoptosis se evaluó por citometría 
de flujo. Se ilustran las medias ± SEM (n= 6). La significancia estadística se obtuvo mediante el test 
de Friedman seguido del postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. 
 
Los resultados mostraron que el anticuerpo α-CXCR4 bloqueó en forma completa la 
protección que ejerce LL37 sobre las células LLC, de manera que el porcentaje de células 
LLC apoptóticas en presencia del anticuerpo y LL37 fue comparable a la apoptosis 
control.  
Paralelamente, para confirmar la interacción del LL37 con el CXCR4 se incubaron células 
LLC con LL37 durante 30 minutos y se utilizó un anticuerpo específico dirigido contra el 
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péptido junto con un anticuerpo anti-CXCR4 para analizar la localización de ambas 
moléculas por microscopía confocal (Fig. 34). 
 
Figura 34. Análisis de colocalización entre LL37 y CXCR4 en la superficie de células LLC. 
Células LLC fueron incubadas durante 30 min con LL37 y luego fijadas con una solución de PFA 
4% y marcadas con anti-LL37 hecho en conejo seguido de Ig-anti-conejo Alexa 488 (verde) y anti-
CXCR4-PE (rojo). Las áreas de colocalización se indican con las puntas de flecha. La barra indica 
15μm. 
 
Las micrografías revelaron la existencia de áreas de colocalización de ambas señales 
fluorescentes en la membrana plasmática de las células leucémicas lo cual, junto con los 
resultados anteriores, sugiere que CXCR4 es al menos uno de los receptores relevantes 
para LL37 en las células LLC. 
Efecto del LL37 sobre el estado de activación de la célula leucémica. 
 
Con la finalidad de observar si el efecto antiapoptótico mediado por el péptido LL37 se 
asocia con un cambio en el estado de activación de la célula B leucémica, evaluamos por 
citometría de flujo la expresión de marcadores de activación (CD69, CD80, CD86 y  
HLA-DR) en la superficie de células LLC incubadas durante 48 horas con LL37 (5µM) 
(Fig.35). 
 











Figura 35. Modulación de la expresión de marcadores de activación en respuesta a la 
incubación con LL37. Células LLC (2x10
6
 células/ml) fueron incubadas con LL37 (5μM) durante 
48hs. Luego se analizó por citometría de flujo la expresión de CD69, CD80, CD86 y HLA-DR en la 
superficie de las células leucémicas. Se muestran los valores de la expresión control y en 
presencia de LL37 para cada paciente analizado (n=6). La significancia estadística se evaluó 
mediante el test de Mann-Whitney. 
La incubación de las células LLC con LL37 parece no aumentar la expresión de 
marcadores de activación aunque debería incrementarse el número de muestras para 
llegar a una conclusión definitiva. 
LL37 como potenciador de la activación celular inducida por ADN-CpG. 
 
Previamente se ha reportado que el péptido LL37 es capaz de facilitar la internalización 
de ADN en monocitos promoviendo su activación mediada a través de TLR-9(151). Dado 
que las células LLC expresan TLR-9(158) y teniendo en cuenta nuestros resultados que 
indican una mayor concentración de ADN circulante en los pacientes LLC decidimos 
evaluar si el péptido es capaz de inducir la activación de las células LLC expuestas a 
concentraciones subóptimas de ADN-CpG. A tal fin se incubaron células LLC con ADN-
CpG en presencia o ausencia de LL37 durante 24hs y se analizó la expresión de CD86 y 
HLA-DR por citometría de flujo (Fig. 36).  
 


















Figura 36. Modulación de la expresión de marcadores de activación en respuesta a ADN-
CpG en presencia de LL37. Células LLC (2x10
6
 células/ml) fueron estimuladas con ADN-CpG 
(5μM) en presencia o ausencia de LL37 (5μM) durante 24 hs, luego se analizó por citometría de 
flujo la expresión de CD86 y HLA-DR. A- Se muestran histogramas representativos para CD86 
(superior) y para HLA-DR (Inferior). Se grafica control (gris), células tratadas con LL37 (línea 
punteada), con ADN-CpG (Azul) y con ADN-CpG + LL37 (Celeste). B-  Se ilustra la IFM para cada 
marcador (media ± SEM) (n= 10). La significancia estadística se obtuvo a través del test de 
Friedman seguido por el postest de múltiples comparaciones de Dunn’s.  
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Los resultados mostraron que sólo cuando se compleja el ADN-CpG en concentraciones 
subóptimas con LL37 se induce el aumento en la expresión de CD86 y de HLA-DR en las 
células B leucémicas.  
Con la finalidad de evaluar si esta mayor activación está relacionada con una 
internalización más rápida del ADN-CpG en presencia del LL37, se incubaron células LLC 
con ADN-CpG-FITC en presencia o ausencia de LL37 y luego fueron analizadas por 








Figura 37. Internalización de ADN-CpG por parte de las células leucémicas en presencia de 
LL37. Células LLC fueron incubadas en presencia de CpG-FITC con y sin LL37 durante 30 
minutos. Transcurrida la incubación las células se lavaron y se analizaron por citometría de flujo. A-  
Se muestra un histograma representativo donde se observan las células control (Gris), las tratadas 
con CpG-FITC (Azul) y las tratadas con CpG-FITC + LL37 (celeste punteada).B- Se ilustra la media 
± SEM de la IFM del CpG-FITC para cada condición (n=5). La significancia estadística se obtuvo 
mediante el test de Friedman seguido por el postest de múltiples comparaciones de Dunn’s. 
Al igual que lo reportado previamente en monocitos, el LL37 favorece la internalización del 
ADN-CpG a las células leucémicas y de esta forma estaría promoviendo la interacción del 
ligando con sus receptores de activación. 
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Neutrófilos como fuente de LL37. 
 
La cantidad de trabajos que describen al péptido LL37 como una señal protumoral crece 
día a día. En la mayoría de ellos se describe a los macrófagos asociados a tumor (TAMs) 
como la principal fuente del LL37 en el microambiente tumoral (140). Se ha descripto que 
los macrófagos son capaces de incrementar la producción y secreción del péptido en 
respuesta a señales provenientes de las células tumorales (140). Teniendo en cuenta la 
capacidad de producir y liberar LL37 que poseen los neutrófilos en contextos infecciosos, 
decidimos evaluar si las células leucémicas son capaces de inducir la secreción del LL37 
por parte de los mismos. Con dicho objetivo se co-cultivaron células LLC con neutrófilos 
durante 48 horas, se colectaron los sobrenadantes y se procedió a analizar la presencia 
de LL37 en los mismos mediante la técnica de dot blots (Fig. 38A). De manera adicional 
se evaluó mediante citometría de flujo el contenido de LL37 en neutrófilos cultivados solos 
































Figura 38. Secreción de LL37 por parte de neutrófilos inducida por células LLC.  
A- Neutrófilos de DS (2 x 10
6
/ml) fueron co-cultivados o no en presencia de células LLC (también 
fueron cultivadas las células LLC solas), los sobrenadantes fueron colectados luego de 24hs y se 
analizó la presencia del LL37 en los mismos por dot blots (Se ilustra un experimento 
representativo). Se cuantificó el número de pixeles para cada condición usando el software 
Imagequant LAS 4000. Se muestran las medias ± SEM en cada condición (n=5). B- Se evaluó por 
citometría de flujo el contenido intracelular de LL37 en neutrófilos de DS cultivados solos 
(histograma relleno). cultivados con medio condicionado LLC (histograma vacio azul) o cultivados 
con células LLC (histograma vacío celeste). Se representa la cuantificación expresada como media 
± SEM de la IFM del LL37 intracelular en cada condición (n=5). En ambos casos la significancia 
estadística se obtuvo mediante el test de Friedman seguido por el postest de Dunn’s.  
 
Los resultados del dot blot demuestran que la concentración de LL37 en los 
sobrenadantes de los co-cultivos es mayor que en los sobrenadantes correspondientes a 
los tipos celulares individuales. Por otro lado, al analizar el contenido intracelular de LL37  
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en neutrófilos mediante citometría de flujo se observó que tanto en presencia del medio 
condicionado LLC como en presencia de células LLC el contenido intracelular del péptido 
es menor respecto al control. Aunque no es estadísticamente significativo hasta el 
momento, la concentración de LL37 intracelular en los neutrófilos parecería ser menor 
cuando hay contacto con las células leucémicas que cuando son cultivados con el medio 
condicionado. En cualquier caso, los resultados evidencian que las células LLC 
promueven la secreción de LL37 por parte de los neutrófilos. 
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Discusión.   
 
 Papel de las NETs en LLC. 
 
A pesar de la importancia de los neutrófilos en la defensa del huésped contra las 
infecciones bacterianas y fúngicas, la comprensión actual de su papel en LLC es 
incompleta comparada con la caracterización fenotípica y funcional de otras poblaciones 
celulares inmunológicas. Los recuentos de neutrófilos son generalmente normales o se 
encuentran ligeramente reducidos en pacientes no tratados, limitándose la neutropenia 
profunda sólo a aquellos pacientes que cursan con una importante infiltración en la 
médula ósea como consecuencia de una enfermedad avanzada, o a aquellos pacientes 
que se encuentran bajo tratamiento con quimioterápicos mielosupresores (159-161). 
Trabajos previos han reportado funciones defectuosas de los neutrófilos en LLC, 
particularmente en relación a su actividad microbicida; sin embargo, la información es 
escasa y contradictoria(44). Para la realización de esta tesis se decidió investigar una 
función de los neutrófilos que no había sido abordada previamente: la capacidad para 
formar NETs. Dada la alta recurrencia de infecciones por bacterias capsuladas en los 
pacientes LLC y la importancia de las NETs como mecanismo microbicida, la hipótesis 
inicial suponía que los neutrófilos de estos pacientes mostrarían deficiencias en la 
liberación de NETs. Sin embargo, los resultados obtenidos mostraron exactamente lo 
contrario: los neutrófilos de pacientes LLC exhiben una capacidad incrementada para 
formar NETs en comparación con neutrófilos de dadores sanos cuando son estimulados 
in vitro. Esta capacidad diferencial no solo se observó al estimular a los neutrófilos con un 
potente inductor farmacológico como el PMA, sino también cuando se emplearon 
estímulos fisiológicos tales como TNF-α + LPS. 
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La capacidad incrementada de formar NETs  no se limita solamente a los neutrófilos de 
los pacientes LLC ya que ha sido reportada también en pacientes con patologías 
autoinmunes, como artritis reumatoidea (162), y recientemente en individuos con diabetes 
tipo 1 y 2 (163). La causa subyacente a esta mayor capacidad de formar NETs no se 
conoce completamente y parece ser particular para cada condición patológica, por 
ejemplo, altas concentraciones séricas de glucosa en diabetes. En dicho contexto se ha 
reportado que la hiperglucemia incrementa tanto la expresión como la actividad de la 
enzima PAD4, que es la encargada de citrulinar las histonas, siendo este proceso 
esencial para la formación de las NETs (163). Adicionalmente, se ha reportado que en 
ciertos modelos murinos de cáncer el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF de sus siglas en inglés) secretado por las células tumorales induce la formación de 
NETs lo que contribuye al estado protrombótico observado en cáncer (89). De hecho, las 
NETs son esenciales para la trombosis en muchos contextos ya que sirven como 
andamios estructurales para el atrapamiento y la agregación de plaquetas y eritrocitos 
(164). El tromboembolismo venoso es una complicación relativamente frecuente en 
pacientes LLC (165, 166). Es posible que la susceptibilidad incrementada para formar 
NETs de sus neutrófilos contribuya, al menos en parte, al alto riesgo de eventos 
trombóticos en esta patología. 
Para la mayoría de los estímulos, incluyendo PMA y citoquinas, la formación de NETs 
depende de la generación de IROs a través de la activación de la NADPH oxidasa (167). 
Los IROs favorecen la liberación de la elastasa y de la MPO desde los gránulos azurófilos 
hacia el citoplasma permitiendo la translocación de estas enzimas al núcleo. Una vez en 
el núcleo, la elastasa degrada parcialmente las histonas y la MPO facilita la 
descondensación de la cromatina, conduciendo a la extrusión de las NETs (168)  
En nuestros experimentos no encontramos diferencias en los niveles de IROs producidos 
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en respuesta a la estimulación por PMA entre neutrófilos de pacientes LLC y de dadores 
sanos, lo cual es coincidente con lo reportado previamente (169). Tampoco encontramos 
diferencias en la actividad de elastasa o de MPO que pueda explicar la capacidad 
incrementada para formar NETs de los neutrófilos de los pacientes LLC. Como 
mencionamos anteriormente, otra enzima relevante para que el proceso NETótico tenga 
lugar es la PAD4. Esta enzima induce la deaminación de las argininas presentes en las 
histonas generando citrulinas y favoreciendo de esta forma la descondensación de la 
cromatina. La evaluación de los niveles de esta enzima en neutrófilos no ha sido aún 
evaluada en el contexto de la LLC, siendo su estudio una perspectiva relevante a futuro 
para un mejor entendimiento de la NETosis en LLC. 
Dado que una variedad de citoquinas, factores de crecimiento o condiciones extrínsecas 
tales como las anteriormente descriptas (altos niveles de glucosa, G-CSF entre otras) 
aumentan la susceptibilidad de neutrófilos a liberar NETs, buscamos factores solubles en 
el plasma de pacientes LLC capaces de primar a los neutrófilos. Logramos identificar a la 
IL-8 como uno de estos factores. Tal como había sido reportado anteriormente (148, 170), 
encontramos que los niveles plasmáticos de IL-8 se encontraban significativamente 
incrementados en la mayoría de los pacientes LLC de nuestra cohorte, en relación a los 
niveles de IL-8 en plasma de dadores sanos de edad comparable. Asimismo observamos 
que la disminución de estos niveles reducía la capacidad de los plasmas de pacientes 
LLC para sensibilizar a los neutrófilos de dadores sanos a que liberen NETs. Es decir que 
los niveles plasmáticos de IL-8 correlacionaron de manera directa con los niveles de NETs 
producidos in vitro por cada paciente. 
Otro hallazgo relevante que resalta el papel de la IL-8 en la sensibilización de los 
neutrófilos a formar NETs fue haber encontrado una clara correlación positiva entre los 
niveles plasmáticos de IL-8 y la capacidad de los neutrófilos a la NETosis. Dado que está 
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reportado que los niveles de IL-8 son mayores en plasmas de pacientes en estadios 
avanzados de la enfermedad (14), determinamos si existía una asociación entre el estadio 
Binet de los pacientes y el nivel de NETs in vitro. Si bien no pudimos hallar una asociación 
estadísticamente significativa debido, probablemente, al bajo número de muestras de 
pacientes en estadíos avanzados (Binet B y C), se observó que los neutrófilos de 
pacientes pertenecientes a estos grupos presentan una tendencia a mayor capacidad 
formadora de NETs. Será preciso incrementar el tamaño de la muestra para confirmar o 
no esta asociación. Por último, también observamos que los pacientes LLC exhiben una 
mayor concentración de ADN libre en el plasma respecto a los dadores sanos, y 
particularmente aquellos pacientes en riesgo de progresión según los marcadores 
biológicos CD38/CD49d son los que poseen las concentraciones mayores. En futuros 
estudios determinaremos si este ADN se trata efectivamente de NETs o de una fuente 
alternativa como las propias células B leucémicas. 
En conjunto, estos resultados indican que los niveles incrementados de IL-8 en el plasma 
de los pacientes LLC juegan un papel importante en la sensibilización de los neutrófilos a 
la NETosis. ¿Cuál es la fuente principal de IL-8 en LLC? Si bien son muchas las células 
con capacidad para secretar IL-8, entre otras: células epiteliales, neutrófilos y células 
endoteliales, son los monocitos y macrófagos los que presentan una capacidad 
exacerbada para producir esta quimiocina. En pacientes LLC los monocitos no sólo están 
incrementados en número en la circulación (171), sino que además son reclutados a los 
tejidos linfáticos por las propias células leucémicas a través de la secreción de CCL3 y 
CCL4 (172). En los tejidos se diferencian a un tipo particular de macrófago denominado 
célula de estirpe nodriza o nurse-like cells. En los estadios más avanzados de la 
enfermedad, aumenta el número de células mieloides CD68+ (marcador de macrófagos) 
en los tejidos linfáticos(173), incrementándose en forma paralela los niveles de IL-8 
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plasmática, lo que sugiere que estas células constituyen la principal fuente de IL-8 en los 
pacientes LLC.  
Un hallazgo relevante de nuestro estudio fueron los efectos positivos ejercidos por las 
NETs sobre las células leucémicas los cuales condujeron a un retraso en la apoptosis 
espontánea in vitro y a un incremento en la expresión de marcadores de activación. Cabe 
resaltar que las NETs no exhiben los mismos efectos sobre las células B normales.  
Se han reportado efectos tanto estimulantes como deletéreos de las NETs dependiendo 
del modelo experimental analizado. El daño endotelial inducido por NETs se observó in 
vitro (146) e in vivo (174), aunque el mecanismo responsable de la citotoxicidad sigue 
siendo incierto. Se demostró que la red de ADN que forma las NETs debe permanecer 
intacta, ya que la degradación de las NETs con ADNsas protege a las células endoteliales 
de la muerte. Estos resultados sugieren que las proteasas y péptidos antimicrobianos no 
son suficientes para inducir daño a menos que sean concentrados por la red de cromatina 
(146). En lugar de inducir la muerte celular, la exposición de células dendríticas 
plasmacitoides a NETs actúa como un potente inductor de la producción de INFα como 
consecuencia de la interacción del ADN de las NETs con el TLR-9(83). En 
ateroesclerosis, las NETs priman a los macrófagos para la liberación de IL-1β frente a la 
activación con cristales de colesterol. En este caso, no solo se requiere el ADN sino 
también los ligandos de TLR-2 y TLR-4 presentes en las NETs para la óptima producción 
de IL-1β(175). Aunque actualmente no sabemos a través de qué receptor(es) las células 
leucémicas reconocen a las NETs, datos preliminares aún por confirmar indican que la 
degradación del ADN no elimina los efectos inhibidores de la apoptosis ejercidos por las 
NETs sobre las células LLC, sugiriendo que el TLR-9 y los receptores citoplasmáticos de 
ADN no estarían involucrados. 
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Las NETs fueron descriptas inicialmente como un eficiente mecanismo microbicida capaz 
de capturar y destruir patógenos extracelulares, por lo cual la capacidad incrementada de 
los neutrófilos LLC de liberar NETs debería contribuir a una erradicación rápida y eficiente 
de las bacterias. Sin embargo, éste no parece ser el caso ya que las infecciones siguen 
siendo la mayor causa de morbi-mortalidad de los pacientes LLC, en particular las 
provocadas por bacterias capsuladas que afectan el tracto respiratorio (161, 176). Una 
explicación posible para entender estos resultados aparentemente contradictorios es que 
la formación de NETs en un tejido puede ser perjudicial en lugar de beneficiosa, como se 
demostró en la neumonía bacteriana secundaria a la infección por virus influenza (177) y, 
recientemente, en la enfermedad del tracto respiratorio inferior causada por el virus 
sincicial respiratorio(178). En estos casos, la abundante liberación de NETs contribuye a 
la inflamación y a la obstrucción de las vías respiratorias aumentando la susceptibilidad de 
la mucosa respiratoria a la infección. Es posible que la capacidad incrementada de los 
neutrófilos de pacientes LLC para liberar NETs juegue un papel perjudicial durante las 
recurrentes infecciones bacterianas que padecen estos pacientes. 
En la actualidad está claro que las NETs ejercen efectos protectores o dañinos, 
dependiendo de su concentración, del lugar donde se forman y de la capacidad del 
organismo para eliminarlos adecuadamente. De hecho, la persistencia de las NETs puede 
representar una fuente de autoantígenos y moléculas inmunoestimulatorias que pueden 
estar involucradas en el desarrollo de muchas enfermedades autoinmunes. En relación a 
las NETs como fuente de autoantígenos en el contexto de la LLC, cabe recordar que los 
receptores para el antígeno (BCR) de las células B leucémicas son autorreactivos y 
polirreactivos en una gran proporción de los pacientes. Más aún, se ha demostrado que 
aún aquellos clones B que han perdido su autorreactividad por mutaciones somáticas 
(IgVH mutados) provienen de secuencias germinales autorreactivas, lo que indica que el 
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reconocimiento a través del BCR de autoantígenos es un hecho relevante en la iniciación 
de la LLC. Los neutrófilos, al generar NETs, dejan al descubierto una multiplicidad de 
autoantígenos y al menos algunos de ellos, como por ejemplo histonas, actina o ADN, 
pueden ser reconocidos por los BCRs de las células leucémicas. En conjunto estos 
antecedentes arrojan el interrogante de la posible participación de las NETs en la 
iniciación y/o progresión de la enfermedad, al menos en una proporción de los pacientes 
LLC (179). De hecho, en biopsias de bazo de pacientes LLC se han observado NETs en 
forma de fibras extracelulares de MPO en estrecho contacto con células leucémicas(180). 
Teniendo en cuenta estas observaciones, parece razonable proponer que los neutrófilos 
migran a los tejidos linfoides durante las infecciones (o en condiciones de inflamación 
estéril) en los pacientes LLC siendo propensos a la liberación NETs las cuales podrían 
favorecer la supervivencia y la activación de células leucémicas.  
Diferenciación de neutrófilos circulantes a TANs inducida por las células LLC. 
 
Inicialmente los neutrófilos fueron descriptos como componentes celulares de vida media 
corta dotados de una variedad de mecanismos microbicidas que los tornan altamente 
relevantes en la defensa frente a infecciones mediadas por bacterias extracelulares y 
hongos. Según esta visión tradicional, los neutrófilos circulantes acceden al tejido 
infectado donde descargan su batería citotóxica y mueren pocas horas después. Sin 
embargo, en los últimos años se ha demostrado que, en individuos con cáncer, los 
neutrófilos pueden ser reprogramados modificando su fenotipo dentro del microambiente 
tumoral dando origen a los denominados TANs [36]. Uno de los eventos claves que debe 
tener lugar para permitir la reprogramación de los neutrófilos a TANs es el incremento de 
su vida media. Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos evaluar si las células 
leucémicas eran capaces de retrasar la apoptosis de los neutrófilos en cultivo. 
Observamos que en presencia de células LLC los niveles de apoptosis de neutrófilos de 
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dadores sanos resultó significativamente menor que cuando estos se cultivaron solos. De 
manera adicional, al realizar los co-cultivos separando ambas poblaciones celulares en 
cámaras de transwell observamos que persistía el efecto inhibidor de la apoptosis 
mediado por las células LLC, lo que indica que son factores solubles los responsables del 
mismo. Entre los distintos factores antiapoptóticos que podrían secretar las células LLC 
decidimos evaluar IL-10 y TGF-β ya que ambos participan de la diferenciación de 
neutrófilos a TANs [37,38]. En primera instancia analizamos su presencia en los cultivos y 
se vio que las dos citoquinas se encuentran, en concentraciones comparables, tanto en 
los sobrenadantes de los co-cultivos como en los sobrenadantes de las células 
leucémicas incubadas solas, lo que indica que son las células tumorales las que las 
secretan. Cuando se depletaron los sobrenadantes de una o ambas citoquinas se observó 
que el efecto antiapoptótico sobre los neutrófilos persistía, lo que indica que el mismo se 
debe a la presencia de otros factores solubles distintos a IL-10 o TGF-β. Entre los 
candidatos más probables se encuentra el GM-SCF que es una citoquina clave para 
prolongar la sobrevida de los neutrófilos en los tejidos (181) y que es producida por las 
células del clon leucémico(182). 
La mayor parte de las evidencias sobre los TANs se obtuvieron trabajando con tumores 
sólidos. Sin embargo, recientemente Gätjen y colaboradores [37] han reportado la 
generación de neutrófilos con un perfil protumoral en el bazo de ratones Eµ-TCL1, modelo 
murino de LLC agresiva. En dicho trabajo se describe que los neutrófilos de la zona 
marginal del bazo tienen un perfil de expresión génica diferente respecto del de los 
neutrófilos circulantes, estando entre los genes con expresión diferencial algunos ligados 
a la regulación de la apoptosis. Particularmente el gen que codifica a la proteína 
antiapoptótica Bfl-1, miembro de la familia Bcl-2, lo que es relevante dado que solo se 
reporta incrementada en los neutrófilos diferenciados a TANs y no en células mieloides 
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supresoras. Con la finalidad de determinar si el efecto antiapoptótico mediado por las 
células LLC sobre los neutrófilos se asocia con un aumento en Bfl-1 analizamos su 
expresión por western blot en neutrófilos de dadores sanos estimulados durante 24 horas 
con medio condicionado LLC. Los resultados obtenidos demostraron que los neutrófilos 
expuestos al medio condicionado de células LLC expresan mayores niveles de Bfl-1 que 
los neutrófilos controles.  
Los resultados que acaban de ser discutidos indican que las células LLC prolongan la 
sobrevida de los neutrófilos a través de factores solubles, pero no demuestran que 
favorecen su reprogramación a TANs. Con el objetivo de investigar este punto, decidimos 
evaluar la expresión de marcadores de superficie relacionados con la reprogramación a 
TANs en neutrófilos expuestos a medios condicionados de células LLC. Entre los 
marcadores reportados, focalizamos nuestra atención en la expresión de las moléculas 
CD16 y CD62L, dado que Gätjen y colaboradores, describieron que los neutrófilos 
esplénicos de ratones Eµ-TCL1 en estadios avanzados de la leucemia modulan la 
expresión de ambas moléculas de manera dependiente de IL-10 y TGF-β [37]. Los 
resultados obtenidos mostraron que efectivamente el cultivo con medio condicionado LLC 
aumenta el porcentaje de neutrófilos viables que expresan altos niveles de CD16 
(CD16High) y niveles intermedios de CD62L (CD62Ldim). Cuando se depletan las citoquinas 
del medio condicionado no se observan cambios en la expresión de estos marcadores, 
sugiriendo que, al igual que en el modelo murino, IL-10 y TGF-β son fundamentales para 
la reprogramación de los neutrófilos.  
Es interesante resaltar que la población de neutrófilos CD16high CD62Ldim se ha reportado 
anteriormente en humanos, por ejemplo en individuos que cursan con inflamación 
sistémica aguda inducida por endotoxina o por trauma severo(183). In vitro, estos 
neutrófilos inhiben la activación de los linfocitos T a través de la liberación de H2O2 en la 
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sinapsis inmunológica. Muy recientemente, esta población de neutrófilos se encontró 
aumentada en sangre periférica de pacientes con cáncer de cabeza y cuello (184). En 
este trabajo también se resaltan dos hallazgos relevantes en relación al presente trabajo 
de tesis. Por un lado, los autores reportan que los neutrófilos CD16high CD62Ldim se 
encuentran sensibilizados para responder a la IL-8 migrando más rápidamente hacia el 
tejido tumoral. Por otro lado, muestran que estos neutrófilos producen mayores niveles de 
NETs que los neutrófilos de fenotipo estándar, pero a diferencia de lo que ocurre en LLC, 
las NETs serían perjudiciales para el crecimiento tumoral. De hecho, encuentran una 
correlación positiva entre neutrófilos CD16high CD62Ldim y sobrevida en pacientes con 
cáncer de cabeza y cuello. Teniendo en cuenta el rol protumoral de las NETs en el marco 
de la LLC, la diferenciación de los neutrófilos al subgrupo CD16high CD62Ldim podría 
correlacionar con peor pronóstico para los pacientes LLC. Un objetivo a futuro será 
determinar el fenotipo de los neutrófilos en muestras de pacientes LLC en distintos 
estadios de la enfermedad y analizar su valor como marcador de progresión tumoral.  
El péptido LL37 como señal protumoral en el microambiente tumoral LLC. 
 
La tercera parte del presente trabajo de tesis se centró en el estudio del péptido 
antimicrobiano LL37. Como se mencionara en la Introducción, el LL37 es el único 
miembro de la familia de las catelicidinas presente en el hombre y, además de su 
conocido papel antimicrobiano, ejerce múltiples actividades inmunoregulatorias, siendo 
capaz también de favorecer o bloquear el crecimiento tumoral dependiendo del modelo. 
Nosotros encontramos que la incubación de las células leucémicas con distintas 
concentraciones de LL37 recombinante inhibe la apoptosis de las mismas tanto 
espontánea como inducida por fludarabina. Este fenómeno se asocia con un incremento 
en la expresión de BCL-2 y un descenso en la activación por clivaje de caspasa-3. 
Estudios previos describieron efectos antiapoptóticos del LL37 sobre neutrófilos a través 
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del receptor de péptidos formilados de tipo I (FPRL1) y del receptor de purinas P2X7 
(131).  En nuestros ensayos el bloqueo de estos receptores no modificó el efecto 
antiapoptótico del LL37 lo que indicaría que los mismos no están involucrados. 
Como siguiente paso, evaluamos el rol de CXCR4, receptor para la quimiocina CXCL12, 
como molécula de reconocimiento de LL37 en las células LLC. Esta interacción fue 
descripta previamente para el caso de precursores hematopoyéticos de médula ósea 
donde se demostró que el LL37 incrementaba la migración de estos precursores a 
CXCL12 (136). Al analizar la respuesta quimiotáctica de las células LLC hacia CXCL12 
observamos que era mayor en presencia de LL37 tal como ocurre con los precursores 
hematopoyéticos. Si bien encontramos el mismo efecto biológico, parecería que el 
mecanismo de acción es diferente. En el caso de los precursores hematopoyéticos el 
LL37 potencia la señalización a través de CXCR4 favoreciendo la formación de balsas 
lipídicas (lipid rafts), no por contacto directo si no como consecuencia de la distorsión de 
la membrana plasmática inducida por el péptido(136). En cambio, en el caso de las 
células leucémicas nosotros observamos por microscopía confocal la colocalización del 
LL37 con el CXCR4. Por otro lado, encontramos que el péptido induce la internalización 
del CXCR4, lo que sugiere que el LL37 y el CXCR4, en nuestro caso, interactúan de 
manera directa. Finalmente se evaluó si el efecto antiapoptótico del LL37 era 
consecuencia de su interacción con CXCR4 utilizando un anticuerpo bloqueante 
específico para el receptor. Observamos que las células leucémicas expuestas a LL37 en 
presencia del anticuerpo anti-CXCR4 durante 24 horas presentan niveles de muerte 
comparables al control sin LL37, lo que demuestra que CXCR4 es la molécula clave para 
que el péptido ejerza su efecto antiapoptótico en las células LLC. El CXCR4 es un 
receptor crucial para las células leucémicas, ya que favorece su migración a los órganos 
linfáticos secundarios en donde reciben múltiples señales tróficas que aumentan su 
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activación y sobrevida promoviendo el desarrollo de la leucemia. Nuestros hallazgos 
resultan relevantes dado que el LL37 además de brindar por sí mismo señales 
antiapoptóticas a las células leucémicas a través de CXCR4, incrementa la respuesta 
migratoria a CXCL12 lo que podría favorecer la migración de las células LLC a sus nichos 
de supervivencia. 
En muchas ocasiones un incremento de la viabilidad celular de las células leucémicas se 
asocia con un aumento en el estado de activación de las mismas, por lo cual estudiamos 
si el péptido LL37 era capaz de inducir la activación de las células LLC evaluando la 
expresión de CD80, CD86, HLA-DR y CD69. Se encontró que el péptido per se no tuvo 
efecto alguno sobre la expresión de estos marcadores de activación en las células LLC. 
Investigamos entonces si el LL37 podía actuar como un factor coestimulante. Previamente 
se ha reportado que el LL37 potencia la activación celular inducida por ADN a través de 
mecanismos dependientes e independientes del TLR-9 (151, 185). Por ejemplo, en el 
caso de las células dendríticas plasmacitoides de pacientes con psoriasis, el LL37 forma 
complejos con el ADN promoviendo su captura e interacción con TLR-9 y estimulando la 
producción de IFN de tipo I. Por otra parte, el LL37 transporta de manera eficiente el ADN 
al citoplasma de monocitos normales induciendo la activación celular a través de sensores 
de ADN citosólicos como STING. Teniendo en cuenta estos antecedentes investigamos la 
respuesta de las células LLC a ADN-CpG complejado con LL37. Se encontró mayor 
expresión de los marcadores de activación CD86 y HLA-DR en células leucémicas 
expuestas al complejo en comparación a ADN-CpG solo. Por otra parte, la internalización 
de ADN-CpG marcado con FITC es más rápida cuando se encuentra complejado con 
LL37. Estos resultados son altamente relevantes en el marco de la LLC dado que si se 
tiene en cuenta la mayor capacidad para formar NETs de los neutrófilos de estos 
pacientes, los altos niveles de ADN en circulación como así también la frecuencia de 
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infecciones bacterianas, se incrementa la probabilidad de que las células leucémicas se 
encuentren y sean estimuladas con complejos ADN-LL37. 
Como se mencionara previamente, en el contexto del microambiente tumoral, los 
macrófagos asociados a tumor son propuestos como la principal fuente de LL37, estando 
su expresión y secreción moduladas por las células tumorales(153). Por otro lado, a pesar 
de su abundancia en los infiltrados tumorales y la alta expresión de LL37, no existen 
estudios que postulen a los neutrófilos como fuente de LL37 en el microambiente tumoral, 
posiblemente debido a que la liberación de LL37 por parte de los neutrófilos se asume 
como una respuesta inmediata a un estímulo inductor de la degranulación. En esta tesis 
se analizó la presencia de LL37 en sobrenadantes de co-cultivos entre células B 
leucémicas y neutrófilos para determinar si estos últimos podían secretar LL37 al medio. 
Los resultados demostraron que LL37 está efectivamente presente en los sobrenadantes 
del co-cultivo, no así en los sobrenadantes de las células LLC o de los neutrófilos 
cultivados en forma separada. Más interesante aún, encontramos que los niveles 
intracelulares de LL37 en neutrófilos co-cultivados con células LLC o medio condicionado 
de las mismas era significativamente menor comparado con lo que expresan los 
neutrófilos cultivados en forma aislada. Estos resultados sugieren que las células 
leucémicas son capaces de inducir la secreción de LL37 por parte de neutrófilos tanto de 
una manera dependiente de contacto como a través de factores solubles, siendo esta 
última menos eficiente. Este no sería el primer caso en el que las células tumorales son 
capaces de mediar la secreción de LL37 a través de factores solubles. Un reporte previo 
en el marco del linfoma de Burkitt (141) demostró que las células malignas inducen la 
secreción de LL37 por parte de los macrófagos asociados a tumor, ejerciendo el péptido 
una actividad antitumoral. Queda para el futuro investigar si los macrófagos o células tipo 
nodriza también son inducidos a secretar LL37 por parte de las células leucémicas.  
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Las células LLC son capaces de inducir, en los tejidos linfáticos, la diferenciación de 
monocitos en NLC, las cuales son muy buenas productoras de IL-8, cuya función principal 
es el reclutamiento de neutrófilos. Es posible que aquellos neutrófilos que migren en 
respuesta a la IL-8 sean reprogramados por la acción de diferentes factores secretados 
por las células leucémicas en los tejidos linfáticos (IL-10, TGF-β, GM-CSF) incrementando 
su viabilidad y adquiriendo un fenotipo protumoral (CD16high CD62Ldim). Ante ciertos 
estímulos, estos neutrófilos podrán liberar NETs y/o LL37, ambas promotoras de la 
viabilidad de las células leucémicas. ¿Podrían ser los neutrófilos jugadores relevantes en 
el microambiente tumoral? Aun no lo sabemos, para ello será necesario corroborar 
nuestros resultados en muestras de tejidos linfáticos de pacientes LLC, siendo 
particularmente interesante, la evaluación en muestras de bazo. En el siguiente modelo se 
resume lo previamente expuesto resaltando particularmente las nuevas interacciones 
descriptas en este trabajo de tesis doctoral. 
 
 




A lo largo de esta tesis doctoral se han descripto varios aspectos novedosos de una 
interacción celular poco estudiada en el marco de la leucemia linfática crónica. Hemos 
demostrado que: 
- Los neutrófilos de los pacientes LLC exhiben una capacidad incrementada para 
formar NETs respecto a neutrófilos de dadores sanos. 
- La elevada concentración de IL-8 plasmática es la responsable, al menos en parte, 
de esta mayor capacidad de los neutrófilos para liberar NETs. 
- Las NETs inducen la activación y retardan la apoptosis de las células leucémicas. 
- Las células LLC prolongan la sobrevida de los neutrófilos e inducen su 
reprogramación fenotípica a través de factores solubles. 
- El péptido antimicrobiano LL37 aumenta la respuesta quimiotáctica a CXCL12 y la 
sobrevida de las células leucémicas actuando sobre CXCR4. 
- Las células leucémicas son capaces de inducir la secreción de LL37 por parte de 
los neutrófilos a través de señales de contacto célula-célula y de factores solubles. 
En conjunto nuestros resultados revelan la existencia de un diálogo recíproco entre 
neutrófilos y células B leucémicas en LLC. Estas últimas a través de factores solubles 
promueven la sobrevida y reprogramación de los neutrófilos que, a su vez, inhiben la 
apoptosis de las células B malignas mediante la formación de NETs y la secreción de 
LL37. En este trabajo de tesis se describe por primera vez la diferenciación de los 
neutrófilos a TANs en una neoplasia hematológica humana. Los resultados obtenidos 
alientan el estudio de los neutrófilos como así también de componentes de las NETs, en 
particular del péptido LL37, como potenciales marcadores pronósticos o blancos 
terapéuticos complementarios a las terapias actuales. 
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